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RESUMEN 
Los cultivos de banano y plátano son importantes para muchos países como producto de 
alimentación básica y para exportación. La enfermedad causada por el hongo 
Mycosphaerella fijiensis es uno de los problemas fitosanitarios que más perdidas ocasiona 
en cultivos de banano y plátano. Son muchas las alternativas que se han implementado para 
el control de la enfermedad, algunas con mejor resultado que otras. Sin embargo, 
actualmente se depende casi exclusivamente de productos químicos para su manejo. 
Comprender el proceso de interacción de Mycosphaerella fijiensis con las variedades 
susceptibles y resistentes de banano y plátano, es fundamental para lograr alternativas más 
eficientes y duraderas de manejo de la enfermedad en el tiempo. Durante este trabajo se 
analizaron los genes expresados diferencialmente de Musa acuminata Var. Calcutta 4 
durante la interacción con Mycosphaerella fijiensis a 0, 24, 72, y 144 horas post-
inoculación mediante el uso de microarreglos de alta definición. Se determinaron un total 
de 3024 genes expresados diferencialmente después de la inoculación con M. fijiensis. 
Dichos genes fueron relacionados con el metabolismo primario, metabolismo secundario, 
señales hormonales en plantas, y proteínas relacionadas con los mecanismos de resistencia. 
Los resultados de estos genes expresados diferencialmente sugieren la activación de rutas 
del metabolismo primario y rutas de metabolismo secundario, tales como el de la 
fenilalanina, biosíntesis de alcaloides, fenilpropanoides, flavonoides, terpenos, esteroides, 
flavona y flavonol. A nivel hormonal los resultados sugieren la posibilidad de que la planta 
inactive la transducción de señales de las rutas de respuesta a auxina y giberelinas, y active 
la del ácido jasmónico. También se identificaron 36 genes que han sido reportados como 
relacionados con los mecanismos de resistencia basal (PTI, del inglés PAMP-Triggered 
Immunity) y resistencia mediada por genes R (ETI, del inglés Effector-Triggered 
Immunity). Los análisis de las secuencias y los niveles y perfiles de expresión permitieron 
identificar genes asociados a potenciales rutas metabólicas de respuestas de defensa de 
Calcutta 4 durante la interacción con M. fijiensis. 
Palabras Claves. Musa Acuminata, Mycosphaerella fijiensis, microarreglos, 
secuenciamiento, Sigatoka negra,  fitopatología. 
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ABSTRACT 
 
Banana and plantain crops are important for many countries as both staple food and for 
export as a fresh fruit. The most devastating disease for these crops is named Black 
sigatoka and is caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis. Many alternatives have been 
implemented to control the disease, however, current control measures relies almost 
exclusively on chemical sprays. To understand Mycosphaerella fijiensis interactions, 
with susceptible and resistant cultivars of banana and plantain, is very important for 
breeding plants for effective and durable disease. During this study, we investigated gene 
expression of Musa acuminata Var. Calcutta 4 genes during the infection by 
Mycosphaerella fijiensis, at 0, 24, 72 and 144 hours post-inoculation using high throughput 
microarrays.  
3024 genes were identified as differentially expressed after inoculation with M. fijiensis. 
These genes were related to primary metabolism, secondary metabolism, hormone 
signaling in plants and proteins related to resistance mechanisms. Observed results suggest 
the activation of primary metabolic and secondary metabolic pathways, such as those of 
phenylalanine, biosynthesis of alkaloids, phenylpropanoids, flavonoids, terpenes, steroids, 
flavone and flavonol. Gene expression levels of those coding for hormone-related proteins, 
suggest that the plant inactivates auxin and gibberellin reponse pathways and activates that 
of the jasmonic acid pathway. We also identified 36 genes that have been reported as 
related to basal resistance mechanisms (PAMP-Triggered Immunity) and R gene-mediated 
resistance (Effector-Triggered Immunity). Sequence analysis together with gene expression 
analyses and profiles allowed the identification of genes potentially associated with defense 
responses from Calcutta 4 during the interaction with M. fijiensis. 
Key words. Musa acuminata, Mycosphaerella fijiensis, microarrays black sigatoka, 
defense responses. 
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1. INTRODUCCIÓN 
La Sigatoka negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, es la enfermedad más 
importante de los cultivos de banano y plátano a nivel mundial. La infección por este hongo 
puede causar la reducción de los campos de banano en más de un 50% y se controla 
principalmente en las variedades susceptibles con el uso extensivo de fungicidas. En 
algunas zonas se aplican hasta 50 aspersiones por año (Churchill, 2011). Estas aspersiones 
incrementan los costos de producción hasta en un 40% con un costo global cercano a los 
$520 millones de dólares por año (DOE Joint Genome Institute (Sitio Web consultado el 20 
de Julio de 2011).  
En adición, el control químico ocasiona un impacto ambiental negativo, consecuencias a la 
salud y resistencia del hongo a varios grupos de fungicidas, lo que exige la búsqueda de 
alternativas sostenibles (Romero y Sutton, 1997; Lepesheva et al., 2004, Espinal  et al., 
2005). La resistencia genética de las plantas al hongo se ha identificado en diferentes 
genotipos de banano silvestre, especialmente M. acuminata spp. Burmannica, spp. 
Malaccensis, y spp. Siamea, y en genotipos diploides tales como ―Paka‖ (AA) y ―Pisang 
lilin‖ (AA) entre otras. Estos genotipos presentan características organolépticas no 
deseables como semillas, lo que ha limitado su cultivo en grandes áreas con fines de 
exportación (Mourichon, et al., 1993). Actualmente no se dispone de variedades de banano 
o plátano resistentes a la Sigatoka Negra ampliamente cultivados y aceptados en los 
mercados destino de exportación. Para generar variedades resistentes por métodos de 
mejoramiento convencional o biotecnología es importante entender los mecanismos de la 
interacción y evolución planta-patógeno a nivel molecular (Perez et al., 2002). 
Trabajos realizados previamente han analizado algunas posibles proteínas de la planta que 
estarían involucradas con la respuesta de defensa. No obstante, la mayoría de mecanismos 
de defensa de las plantas de banano o plátano contra M. fijiensis son desconocidos. En 
general, se sabe que en los ataques ocasionados por patógenos, las plantas no desarrollan 
una sola respuesta de defensa sino un complejo de señales que están dirigidas a mantener la 
viabilidad de la planta y controlar el patógeno (Gudesblat,  2007). Debido a esto es 
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necesario y mucho más efectivo emplear análisis amplios del patosistema que nos permitan 
obtener una visión mucho más completa del sistema de defensa de la planta (Agrios, 2004). 
La variedad de banano Calcutta 4 es resistente en forma estable contra el ataque del hongo 
Mycosphaerella fijiensis, razón por la que ha sido escogida como un germoplasma clave 
para el mejoramiento de variedades comerciales. Por las consideraciones expuestas se 
decidió trabajar con esta variedad con el objetivo de analizar las respuestas de la planta 
durante la interacción con el hongo Mycosphaerella fijiensis. 
 
 
2. MARCO TEORICO 
2.1 Generalidades del Banano 
Los bananos y plátanos (Musa spp.) son plantas herbáceas, poliploides y perennes 
ampliamente adaptadas a regiones tropicales y subtropicales. En la planta se distinguen tres 
partes importantes: el cormo con hijuelos y el sistema radicular, el pseudotallo con el 
sistema foliar y el racimo o inflorescencia. Dos especies diploides de 22 cromosomas cada 
una, M. acuminata Colla (genoma A) y M. balbisiana Colla (genoma B), son los ancestros 
comunes de todas las variedades triploides y tetraploides conocidas (Simmonds y 
Shepherd, 1955; Robinson y Saúco, 2010). El tamaño del genoma de Musa fue 
determinado como 550 Mbp en M. balbisiana y 600 Mpb en M. acuminata  (Lisak et al., 
1999),  Este es más grande que los genomas de algunas especies como arroz o Arabidopsis 
thaliana, pero más pequeño que algunos cereales como la cebada o el centeno. Los 11 
cromosomas que conforman el conjunto haploide son relativamente pequeños y todos 
tienen un tamaño similar con 50 Mpb de DNA (Osuji et al., 1998). 
 
Musa acuminata es una de las especies de banano cultivadas más importante en el mundo 
en términos de producción y consumo. Este cultivo se cosecha en muchos países en 
desarrollo en los trópicos, en donde proporciona un alimento básico para gran parte de la 
población. Se considera un alimento de alto nivel energético, rico en minerales y vitaminas, 
con un corto periodo de vida media (Manrique, 2007; Robinson y Saúco, 2010). En 
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Colombia se cultivaron 43,835 hectáreas de banano de exportación y 30,530 para consumo 
interno durante el año 2009; 15,156 de plátano para exportación y 335,226 para consumo 
interno durante el mismo período (www.agronet.gov.co, consultada el 20 de Julio de 2011). 
Colombia es el tercer país exportador de banano, el primer productor de plátano de 
exportación y el segundo productor a nivel mundial lo que refleja la importancia de estos 
cultivos en la economía y la alimentación (http://faostat.fao.org, consultada el 20 de Julio 
de 2011). A nivel mundial se cosecharon 4,923,584 hectáreas de banano y 5,358,917 de 
plátano en este mismo año (http://faostat.fao.org, consultada el 20 de Julio de 2011). 
 
2.2 Mycosphaerella fijiensis: el patógeno. 
M. fijiensis, normalmente se encuentra en niveles de elevación relativamente bajos, fue 
identificado en la isla de Fiji en el pacifico sur en 1963, pero se cree que se estuvo 
extendiendo desde antes de esa fecha por el Pacifico, de acuerdo con algunos reportes que 
sugieren su presencia en Taiwan desde 1927 (Stover y simonds, 1989). En la década de 
1960, se determinó que M. fijiensis era más virulento que Mycosphaerella musicola en las 
variedades Cavendish (genoma AAA), causando síntomas entre 8 a 10 dias antes que las 
causadas por la enfermedad de Sigatoka de la mancha de la hoja (Ploetz et al., 1994). En 
tan solo 40 años, M. fijiensis se ha logrado extender a la mayoría de regiones productoras 
de banano y plátano a nivel mundial, incluso adaptándose a climas más fríos y niveles de 
elevación más altos (Arzanlou et al., 2007).    
 
El ciclo de la Sigatoka negra se compone de  cuatro etapas distintas que están directamente 
relacionadas con el ciclo de vida del hongo (Agrios, 2005). El hongo M. fijiensis, es el 
estado perfecto y pertenece a la clase Ascomycetae, es haploide, hemibiotrófico y bipolar, 
con un sistema de apareamiento heterotálico; mientras que, Pseudocercospora fijiensis, es 
el estado imperfecto y pertenece a la clase Hyphomycetae (Crous, 2009). 
 
El estado sexual se caracteriza por la formación de peritecios, espermagonios y ascosporas. 
El peritecio y espermagonio ocurren en proporciones variables durante los estados 2 y 3 del 
desarrollo de los síntomas. Los espermagonios son más abundantes en el envés de la hoja y 
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frecuentemente se desarrollan en la cámara subestomática, constituyen la parte masculina y 
en estado maduro contienen espermatida en forma de bastoncillos o varillas hialinas que 
actúan como gametos, que fertilizan a los peritecios que aparecen en los estados 5 y 6 de la 
enfermedad (Meredith y Lawrence, 1969). Las ascosporas germinan en ambos lados de la 
superficie de las hojas y penetran al tejido del hospedero a través de los estomas. Las hojas 
altamente infectadas, liberan las ascosporas durante un periodo de dos a cuatro semanas 
más que cuando las hojas se cortan (saneamiento) y se colocan en el suelo (Marin et al., 
2003; Stover, 1980). Las ascosporas son la fuente principal de inóculo de la enfermedad 
(Stover, 1980), ya que son fácilmente diseminadas por el viento y depositadas 
principalmente en la hoja ―cigarro‖ y en las cuatro hojas más jóvenes de la planta (Mulder y 
Stover, 1976). 
 
En el estado asexual los conidióforos pueden emerger directamente por el estoma de 
manera individual o en grupos, o bien pueden formarse a partir de células del estroma de 
color oscuro y son fácilmente vistos en el estado 2 de la enfermedad (Mulder y stover, 
1976). Los conidióforos, resultado de la reproducción asexual, son septados de 0 a 5 
compartimentos. De un solo conidióforo pueden formarse cuatro conidios maduros 
(Meredith y Lawrence, 1969). M. fijiensis produce conidios multicelulares de conidióforos 
tanto en cultivo como en la planta, en este último caso derivados de los estomas principales 
en el envés de la superficie de las hojas infectadas. Los conidióforos surgen de las hifas 
presentes en la cámara sub-estomatica y pueden producir múltiples conidios de un único 
conidióforo. Los conidióforos se producen en la superficie inferior de partículas iniciales 
(etapa 1). 
 
Genoma de M. fijiensis. En el ―DOE Joint Genome Institute‖ (JGI), se ha secuenciado el 
genoma del genoma de M. fijiensis y M. musicola. La versión 2,0 del ensamble de M. 
fijiensis obtuvo mejoras considerables en comparación con la versión 1,0, utilizando como 
base algunos marcadores del mapa de ligamiento genético que fueron secuenciados y se 
alinearon con el genoma. Ahora el genoma principal está en 56 estructuras de 
secuenciamiento denominadas ―scaffolds‖ (en español: Andamios) y aproximadamente la 
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mitad del genoma está contenida en 5 de estas estructuras de mínimo 5,9 Mb de longitud 
cada uno. 
 
La anotación del ensamble ha sido producida por el ―JGI Annotation Pipeline‖, Conducto 
de Anotación del JGI, usando una variedad de factores predictivos de genes basados en 
homología y ad initio. Después de los análisis un total de 13.903 genes fueron estructural y 
funcionalmente anotados. 
 
Resistencia a fungicidas. Mycosphaerella fijiensis tiene un sistema de adaptación bastante 
rápido y efectivo a los principales productos químicos de control que existen en el mercado, 
en su mayoría fungicidas sistémicos, que se alternan con fungicidas protectantes como 
estrategia para controlar o retrasar la enfermedad. Sin embargo, en algunos casos los 
agricultores se ven obligados  a aumentar los ciclos de aplicación de los productos y/o a 
buscar nuevas alternativas (Marin et al., 2003; Guzmán, 2003; Espinal, et al., 2005, 
Churchill, 2011). A nivel mundial el control químico de la Sigatoka negra se ha 
considerado de alto riesgo por los problemas de resistencia del hongo a algunos grupos de 
fungicidas. Las siete clases principales de fungicidas que se utilizan actualmente son los 
inhibidores de la dimetilación (DMI), aminas, quinona de inhibición externa (QoIs; 
estrobilurinas), anilinopirimidinas (APs), benzimidazoles (BCM), los inhibidores de 
succinato deshidrogenasa (SDHIs) y guanidinas (Anónimo, 2011). Sin embargo, en la 
actualidad ya se han reportado la perdida de sensibilidad de Mycosphaerella fijiensis  a 
algunas de estas clases, tales como Qols, DMI y algunos Azoles (Romero y Sutton, 1997; 
Marín et al., 2003; Chong et al., 2010; Churchill, 2011). Además de elevar los costos de 
producción, elevar el número de aplicaciones de fungicidas en las zonas bananeras 
ocasionan impactos negativos potenciales en el ambiente y en la salud, no solo en el área 
aplicada sino en los ecosistemas cercanos.   
 
2.3 Sigatoka negra 
La Sigatoka negra es la forma más severa del complejo Sigatoka el cual involucra tres 
patógenos estrechamente relacionados: Mycosphaerella musicola, causante de la Sigatoka 
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amarilla, identificado por primera vez en la Isla de Java en 1902, M. fijiensis, agente causal 
de la raya negra y M. fijiensis var difformis, agente causal de la Sigatoka negra, descubierto 
en Honduras en 1972 (Ploetz,  1994). Estos dos últimos patógenos son apenas discernibles 
pues los síntomas ocasionados por ellos son idénticos, por lo cual se consideran como el 
mismo patógeno. Otro patógeno del complejo Sigatoka es M. eumusae que causa la 
enfermedad de la mancha foliar eumusae del banano (Arzanlou et al., 2007). La virulencia 
de la enfermedad ha aumentado y se ha diseminado a lo largo de las regiones tropicales de 
América Latina y África y es actualmente una amenaza importante a los cultivos de banano 
y plátano. Las pérdidas en la producción son principalmente debidas a la pérdida de la 
superficie funcional de la hoja, que a su vez ocasiona la producción de fruta pequeña y de 
baja calidad y la maduración prematura del fruto con destino a la exportación. 
 
La Sigatoka es una enfermedad  policíclica, en la que tanto las conidias, producto del ciclo 
asexual, como las ascosporas, producto del ciclo sexual, participan de la dispersión. Las 
conidias se forman en lesiones jóvenes como estrías y aparecen en el primer estadío de 
mancha. Se producen más abundantemente en períodos de alta humedad y especialmente si 
cuenta con una película de agua libre sobre las hojas; se asocian principalmente con 
infecciones a corta distancia, entre hojas de una misma planta, de la planta madre a los hijos 
y entre plantas cercanas. Las ascosporas en cambio, son los medios primarios de dispersión 
sobre distancias más largas entre las plantaciones durante los períodos de lluvia (Ploetz, 
1994; Agrios,  2004). 
 
La secuencia del desarrollo de síntomas de la Sigatoka negra se ha clasificado en seis 
etapas que reflejan la severidad de la enfermedad: etapa 1 manchas cafés pequeñas de 0,25 
mm de diámetro que aparecen sobre el envés de la hoja; etapa 2, las manchas se elongan a 
rayas de 1 mm de ancho por 2 mm de largo; etapa 3, las rayas se vuelven más largas, 
oscuras en el envés y visibles en la superficie superior como rayas amarillas; etapa 4, sobre 
la superficie superior, las rayas cafés oscuras aparecen rodeadas por una zona amarillenta 
pálida; etapa 5, los centros negros de las manchas comienzan a destruirse mientras el tejido 
que lo rodea forma una aureola amarilla; etapa 6, los centros de las manchas se secan 
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formando una mancha gris rodeada por un anillo negro bien definido que es a su vez 
rodeado por una aureola amarilla (Salle, et al., 1989). Sánchez-García et al., (2010) 
determinaron que en plantas de banano de la variedad susceptible ‗Grande Naine‘ 
inoculadas con Mycosphaerella fijiensis, el periodo de incubación fue de 14 días después de 
la inoculación (dpi) para la etapa 1; 21 dpi para la etapa 2; 30 dpi para la etapa 3; 38 dpi 
para la etapa 4; y 52 dpi para la etapa 5; mientras que en las plantas infectadas de ‗Calcutta 
4‘, los tiempos para las diferentes etapas fueron de 6 dpi para la etapa 1; 14 dpi para la 
etapa 2; y 21 dpi para la etapa 3. Para Calcutta 4 en los días posteriores se ve un aumento 
en la frecuencia de aparición de los síntomas característicos de la etapa 3, pero no se logran 
identificar etapas más avanzadas de la enfermedad debido a la resistencia que presenta esta 
variedad (figura 1). 
 
Figura 1. Evolución de los síntomas de Sigatoka Negra en plantas de A) ‗Grande naine‘ y B) 
‗Calcutta 4‘ inoculadas con M. fijiensis (Sanchez-Garcia et al., 2010). Cada color diferente 
corresponde a una etapa de la enfermedad. 
 
2.4 Interacciones planta-patógeno. 
La habilidad que posee un patógeno para causar enfermedad a una planta hospedera es 
medida según la respuesta de la planta. Si la infección toma lugar con un subsecuente 
desarrollo de la enfermedad, la planta es considerada como susceptible al patógeno. La 
susceptibilidad puede ser causada por una inhabilidad de la planta para reconocer al 
patógeno y/o producir una respuesta de defensa efectiva y rápida (Agrios, 2004). En este 
caso, la interacción entre la planta y el patógeno es llamada como interacción compatible. 
Si en caso contrario, las plantas son capaces de restringir la multiplicación o movimiento 
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del patógeno del sitio inicial de infección, ellas son llamadas resistentes y la interacción es 
incompatible (Dempsey y Klessig, 1995). 
Las plantas resistentes se clasifican en varios niveles dependiendo de la velocidad y 
extensión de la respuesta de defensa. Cuando todos los individuos de una especie de planta 
son resistentes a todos los individuos de una especie de patógeno potencial, se denomina 
resistencia de no hospedante. Algunas variedades de plantas se caracterizan por presentar 
una respuesta rápida de hipersensibilidad al reconocer al patógeno potencial,  la cual impide 
la colonización del microorganismo y por lo tanto el desarrollo de la enfermedad, estos 
genotipos son conocidos como inmunes. Existen genotipos de plantas en donde la 
enfermedad se desarrolla, pero a una tasa muy baja comparada con las plantas que son 
completamente susceptibles, este tipo de resistencia se denomina tolerancia parcial o 
resistencia parcial (Nurnberger y Lipka, 2005). 
2.4.1 Resistencia basal, inducida por MAMPs, DAMPs, o PAMPs. La resistencia en 
plantas se basa en mecanismos complejos de reconocimiento del potencial patógeno a nivel 
molecular y la consecuente transducción de señales al interior de la célula vegetal. Las 
plantas han desarrollado varias estrategias para detectar a los patógenos (Chisholm et al., 
2006; Jones y Dangl, 2006). Sobre la superficie de la membrana de la célula de la planta 
existen receptores que reconocen componentes típicos de los patógenos, y del intento de 
penetración y colonización del patógeno. Estos componentes se denominan elicitores y más 
recientemente se han nombrado como patrones moleculares asociados al patógeno o al 
microorganismo (PAMPs del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns, o MAMPs, 
del inglés Microbe Asociated Molecular Patterns). Los PAMPs o MAMPs, son 
componentes esenciales de todas las clases de patógenos, tales como flagelina bacterial o la 
quitina en hongos. Las plantas además responden a moléculas endógenas relacionadas con 
la invasión del patógeno, tales como fragmentos de pared celular o cuticular llamados 
patrones moleculares asociados al daño (DAMPs del inglés, Damage Associated Molecular 
Patterns) (Boller y Felix, 2009). Los PAMPs, MAMPs y DAMPs, son reconocidos por 
proteínas receptoras llamadas receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) (Boller y 
Felix, 2009). La estimulación de los PRRs induce resistencia del tipo inmunidad basal 
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activada por PAMP, MAMP o DAMP (PTI, del inglés, PAMP -Triggered Immunity). La 
segunda clase de percepción involucra un reconocimiento llevado a cabo por receptores en 
el apoplasto o intracelulares, de moléculas de avirulencia del patógeno llamadas proteínas 
efectoras, este reconocimiento induce la inmunidad activada por efectores (ETI, del inglés, 
Efector Triggered Immunity), expresada usualmente como la respuesta hipersensible, la 
cual es una forma de muerte celular programada, similar a la apoptosis presente en 
mamíferos. Este modelo de reconocimiento lleva a dinámicas co-evolutivas entre la planta 
y el patógeno, que buscan evadir el reconocimiento de la planta y reconocer el patógeno en 
los estados más tempranos de la infección. Este sistema ha generado extrema 
diversificación de los receptores de la ETI y de los efectores del patógeno, tanto dentro, 
como entre las especies, mientras que algunas funciones de los PRR se conservan mucho 
entre las familias. En ocasiones PTI y ETI dan lugar a respuestas bioquímicas similares, sin 
embargo la ETI es cualitativamente más fuerte y rápida, en forma de respuesta 
hipersensible. PTI es generalmente eficaz contra los patógenos no adaptados en la 
resistencia de no hospedante (Lehti-Shiu et al., 2009; Jones y Dangl, 2006). 
2.4.2. Resistencia mediada por genes R. La ETI es derivada del concepto gen por gen, el 
cual se ha estudiado principalmente para las razas fisiológicas de patógenos, aunque puede 
ser el mecanismo en la resistencia de no hospedante. En este tipo de interacción, una 
proteína de avirulencia del patógeno es detectada por una proteína de resistencia R de la 
planta, induciendo la respuesta hipersensible y la resistencia sistémica adquirida. A partir 
de la década de los años 90 del siglo XX, se comenzaron a identificar numerosos genes de 
resistencia y en la actualidad se conoce un gran número de ellos. La mayor parte de ellos 
codifican proteínas R de localización citoplasmática que contienen un dominio de unión a 
nucleótidos llamado NBS (por sus siglas en inglés Nucleotide Binding Site) y otro dominio 
rico en leucinas llamado LRR (por sus siglas en ingles Leucine-Rich Repeats). Otros genes 
de resistencia que codifican proteínas R capaces de participar en la detección de proteínas 
de avirulencia del patógeno, codifican receptores del tipo RLK (por sus siglas en ingles 
Receptor-Like Kinase) y RLP (por sus siglas en ingles Receptor-Like Protein) (Gudesblat,  
2007).  
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Los dominios LRR se encuentran presentes en proteínas involucradas con el 
reconocimiento de patógenos y en el desarrollo ontogénico tanto en plantas como en 
animales. Estos dominios constan de tramos ricos en leucina u otros aminoácidos 
hidrofóbicos, a intervalos regulares, dentro de una secuencia de alrededor de 24 
aminoácidos. Los dominios LRR participan en la interacción proteína-proteína en muchos 
organismos. Sobre la base de datos cristalográficos de algunas de estas proteínas se postuló 
un modelo según el cual los aminoácidos hidrofóbicos presentes en el dominio LRR, 
forman una estructura conservada que está en el interior, mientras que el resto de los 
aminoácidos, muy variables entre proteínas, se encuentran expuestos al solvente y dan la 
especificidad de la interacción (Gudesblat,  2007).  
 
Durante mucho tiempo se mantuvo en vigencia el modelo de co-evolución de los genes R y 
Avr según el cual sus productos génicos interactuarían de manera directa. Así, si apareciera 
una variante génica de un gen Avr que permitiera evitar el reconocimiento por el gen de 
resistencia de la planta, pero que a la vez conservara la función de supresión de la respuesta 
inmune de la planta, el microorganismo que posea la nueva variante podría ser virulento. 
En el hospedero se seleccionarían entonces nuevas variantes del gen de resistencia 
correspondiente que reconocieran el nuevo Avr. En los últimos años ha ganado fuerza una 
variante de esta hipótesis que tiene en cuenta el gran número de casos en los que se verificó 
que no existe una interacción directa entre los genes R y Avr. Esta nueva hipótesis, 
denominada ―de guardia‖, postula que los genes R ―guardan‖ o ―protegen‖ a los blancos 
moleculares de la proteínas Avr (Dangl y Jones, 2001). Las proteínas codificadas por los 
genes R detectarían, según este modelo, las modificaciones provocadas por los genes Avr, 
como por ejemplo la fosforilación, sobre sus blanco intracelulares. Los receptores con 
dominios LRR son fuertes candidatos a participar en la ―guardia‖, y ya existe alguna 
evidencia experimental que apoya esta suposición (Gudesblat,  2007). 
 
2.4.3. Respuesta hipersensible (HR). La HR es suficiente para restringir el crecimiento de 
patógenos biotróficos y hemibiotróficos, los cuales requieren nutrición de células vivas de 
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la planta para realizar parte de su ciclo de infección (De Wit, 1992). Previo al proceso de 
muerte celular, característica de esta respuesta, se generan flujos iónicos y especies 
reactivas de oxígeno. También se ha determinado que es necesaria la síntesis de proteínas, 
ácido salicílico y que el citoesqueleto de actina esté intacto para la inducción de la muerte 
celular. Estudios citológicos sugieren que puede haber una participación universal de las 
proteasas de cisteína en este proceso. Durante la respuesta hipersensible se generan señales 
para el resto de la planta que activan mecanismos de protección. 
 
2.4.4 Resistencia Sistémica. El contacto con microorganismos patogénicos y no 
patogénicos puede activar un amplio rango de mecanismos de defensa en partes de la planta 
distantes al sitio de reconocimiento. Los mecanismos de este tipo más estudiados son la 
resistencia sistémica adquirida (SAR, del inglés Systemic Acquired Resistance) y la 
resistencia sistémica inducida (ISR, del inglés Induced Systemic Resistance). SAR puede 
ser activada por una infección local o por moléculas químicas, provocando una resistencia 
sistémica a largo plazo para posteriores ataques del patógeno, esta respuesta es 
correlacionada con la activación de genes PR (del inglés, Pathogenesis Related), y requiere 
la participación del ácido salicílico (SA) (Durrant et al., 2004). ISR es producida como 
resultado de la colonización de raíces por ciertas bacterias no patogénicas de la rizosfera 
(Van loon et al., 1998). ISR requiere componentes de la ruta de señalización del ácido 
jasmónico (JA) y del etileno (Shoresh et al., 2005). 
Durante estos dos tipos de respuestas se activa la transcripción de varios genes y en 
consecuencia se produce una serie de proteínas conocidas como proteínas relacionadas con 
la patogénesis (PR) (Tabla 1). Estas proteínas pueden conferir resistencia local y sistémica 
(Bishop et al., 2000). Entre las proteínas PR más estudiadas están las quitinasas, las 
glucanasas y la fenilalanina amonio-liasa (PAL) entre otras (Shoresh y Harman, 2008; 
Shoresh et al., 2005). 
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Família   Miembro tipo    Propiedades 
PR-1    Tabaco PR-1a     desconocido 
PR-2    Tabaco PR-2     β-1,3-glucanasa 
PR-3    Tabaco P, Q     quitinasa tipo  I, II, IV, V, VI, VII 
PR-4    Tabaco ―R‖     quitinasa tipo I, II 
PR-5    Tabaco S     similar a thaumatina 
PR-6    Tomate Inhibitor I    inhibidor de proteinasa 
PR-7    Tomate P6g     endoproteinasa 
PR-8    Pepino- quitinasa    quitinasa tipo III 
PR-9    Tabaco ―peroxidase formación-lignina‖  peroxidasa 
PR-10    Perejil ―PR1‖     ―similar a ribonucleasa‖ 
PR-11    Tabaco quitinasa clase V   quitinasa tipo I 
PR-12    Rabano Rs-AFP3    defensina 
PR-13    Arabidopsis THI2.1    tionina 
PR-14    Cebada LTP4     proteína de transferencia de lípidos 
Tabla 1. Familias de las proteínas relacionadas con la patogenicidad (Van Loon et al., 1998). 
 
2.4.5. Transducción de señales. Durante el reconocimiento de los microorganismos que se 
relacionan con las plantas se activan un enorme número de señales que se transducen al 
interior y entre células, generando señales sistémicas y respuestas de tipos variados. Las 
respuestas bioquímicas determinan los diversos fenotipos observados durante las 
interacciones. Recientemente se han descubierto muchas moléculas asociadas a estas 
respuestas por medio de análisis de transcriptomas y genomas de alto rendimiento, en 
plantas y microorganismos. Las señales se pueden agrupar de acuerdo a las rutas 
metabólicas que afectan y que inciden en las diferentes reacciones que presentan las plantas 
ante la penetración y colonización de sus tejidos, por microorganismos. 
2.4.5.1 Transducción de señales de fitohormonas.   
La resistencia mediada por genes R está además asociada con la activación de rutas de 
señalización dependientes del ácido salicílico (SA), que conlleva a la expresión de ciertas 
proteínas relacionadas con la patogenicidad (PR), las cuales contribuyen a la resistencia 
sistémica. En otros casos, las respuestas de las plantas son controladas por mecanismos 
dependientes de las rutas de señalización sobre el etileno (ET) y el jasmonato (JA). Las vías 
de señalización de SA, JA y ET están siempre interactuando entre ellas (Glazebrook, 2005).  
Los componentes  no-expresadores de genes PR 1 (NPR1, por sus siglas en inglés), son 
muy importantes para la regulación de las respuestas; estos interactúan con factores de 
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transcripción TGA, los cuales están involucrados en la activación de genes PR sensibles a 
SA (Durrant, 2004). En Arabidopsis los npr1 son responsables de la supresión mediada por 
SA, de la expresión de genes sensibles al JA, indicando que NPR1 tiene un importante 
papel en la interacción entre SA-JA (Spoel et al., 2007). Varios factores de transcripción 
como los pertenecientes a la familia WRKY, también tienen un importante papel en la 
regulación de respuestas de defensa mediadas por SA en plantas (Wang et al., 2006). 
Evidencias recientes sugieren que la acción de otras hormonas como las auxinas, son un 
importante componente de la red de señalización involucrada en la regulación de respuestas 
de defensa contra varios patógenos tanto biotróficos como necrotróficos. La Auxina regula 
la expresión de genes asociados con la biosíntesis, catabolismo y rutas de señalización de 
otras hormonas  y modula la defensa y la respuesta del desarrollo (Lopez et al., 2008). 
Llorente et al., (2008), reportaron que la represión de la señalización de auxina a través de 
mutaciones en los componentes de señalización de auxina o interferencia con 
transportadores de auxina compromete la resistencia de plantas de Arabidopsis a hongos 
necrotróficos como Plectosphaerella cucumerina y Botrytis cinerea. Además, la infección 
por microorganismos necrótrofos virulentos tales como Plectosphaerella cucumerina 
resultó en la sub-regulación de genes de respuesta a auxina en Arabidopsis. La expresión de 
genes marcadores de rutas señalizadoras de JA y SA no fue afectada en los mutantes de 
auxina durante la infección con Plectosphaerella cucumerina. Esto indica que la 
susceptibilidad observada en mutantes de la señalización de auxinas, no es dependiente de 
rutas de señalización de defensa mediadas por SA y JA, pero si sugiere que la señalización 
de auxina es un importante componente involucrado en la modulación de respuesta a 
hongos necrotróficos. 
Las Giberelinas son conocidas por ser promotoras de crecimiento en plantas estimulando la 
degradación de reguladores negativos del crecimiento llamados proteínas DELLA. El 
enlace de la proteína GID1 a DELLA resulta en ubiquitinación y degradación de DELLA, 
por la vía complejo de degradación Ubiquitina E3 ligasa SCF y el proteosoma 26s (Bari y 
Jones, 2009). Algunas evidencias muestran que GA y estos componentes de señalización 
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juegan un papel en las respuestas de defensa contra varios patógenos biotróficos y 
necrotróficos (Bari y Jones, 2009). 
La hormona denominada ácido abscísico (ABA) ha sido estudiada por sus efectos 
fisiológicos en el crecimiento de la planta, senescencia de la hoja, apertura estomatal, 
adaptación a estrés ambiental y respuestas de defensa en plantas (Adie et al., 2007). Sin 
embargo, el papel que tiene el ABA en las respuesta de defensa, aún no está clara y parece 
ser más compleja y variable de lo que se pensaba en cuanto a la interacción planta-
patógeno. 
Por último, las citoquininas (CK) y los brassinoesteroides (BR), un poco menos estudiados 
en cuanto a las interacciones planta-patógeno, también se han relacionado en algunos 
trabajos con rutas de señalización de defensa. Por un lado, las citoquininas se han 
determinado como activadores de proteínas de resistencia (R) en Arabidopsis, las cuales 
reaccionan ante defectos morfológicos. Mientras que los BR se han reportado afectando la 
expresión de genes involucrados en defensa y la biosíntesis de otras hormonas, tales como 
ET (ACC sintetasa) y JA (OPR3) (Robert-Seilaniantz, et al 2007). Los reportes sobre BR 
indican que está involucrado en la señalización de componentes de la modulación de 
respuesta de defensa de las plantas frente a varios patógenos.   
2.4.5.2 Factores tempranos de señalización  
MAP quinasa (MAPK). Para que ocurra la respuesta hipersensible (HR), es necesaria la 
activación de rutas de transducción de señales como por ejemplo, proteína similar-ERK 
(del inglés, Extracellular-Signal Regulated Kinase) y MAPKs (del inglés Mitogen-
Activated Protein Kinases) y sus homólogos en Arabidopsis AtMPK6 y AtMPK3. Estos 
genes han sido reportados como activados en interacciones incompatibles y activadas por el 
reconocimiento del patógeno. 
Se ha demostrado la activación de MAPK en células de tabaco por la molécula criptogeina, 
o en células de tabaco transgénicas para el gen Cf9, por la proteína de avirulencia Avr9. En 
estos experimentos se encontró evidencia que sugiere dependencia de Ca
2+
, para la 
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activación de las MAPK (Kurusu et al. 2005; Lebrun-García et al., 1998). En arroz la 
sobre-expresión de  la proteína OsTPC1, involucrada en el cierre del voltaje del canal Ca
2+
, 
está correlacionada con el aumento de la HR y la activación de la MAPK OsMPK2 (Kurusu 
et al. 2005). Sin embargo, la afluencia de Ca
2+
 no siempre es un pre-requisito para la 
activación de MAPK, se han identificado algunos casos en tabaco donde la transducción de 
señales a través de la activación de MAPK, es independiente de la afluencia de calcio 
extracelular (Lee et al., 2001; Vandelle et al., 2006). 
Proteínas G heterotriméricas. Las proteínas G heterotriméricas (Proteínas G) son un 
componente integral en una gran variedad de rutas de transducción de señales, mediando la 
acción de una familia de siete receptores trans-membranales conocidos como receptores 
acoplado a proteínas G. Una proteína G consiste de tres subunidades diferentes (Gα, Gβ y 
Gγ), dichas subunidades han sido descritas en todos los organismos eucariotas, incluyendo 
las plantas (Mason y Botella, 2001). Algunos estudios farmacológicos asociados con 
proteínas G determinaron un amplio rango de señales de transducción en procesos de 
crecimiento y desarrollo en plantas. La subunidad Gα transmite señales extracelulares 
desde los receptores acoplados a proteínas G, para objetivos intermedios como la adenilil 
ciclasa, fosfolipasa y los canales de iones. Trusov et al., (2006) aportaron importante 
evidencia genética de que las proteínas G desempeñan un papel importante en la defensa de 
las plantas frente a hongos necrotróficos. En los experimentos, demostraron que la 
señalización mediada por Gβγ, pero no Gα, está involucrada en la defensa contra los 
patógenos necrotróficos y que la falta de señalización Gβγ afecta a un número de respuestas 
mediadas por el ácido jasmónico (JA). 
Las pequeñas GTPasas y GTPasas activadoras de proteínas (GAP). Son codificadas 
por grandes superfamilias, en Arabidopsis, 93 genes codifican proteínas G pequeñas, y 111 
genes fueron identificados en arroz. Las GTPasas se clasifican en seis familias, Rop, Rab, 
Ras, Arf, Ran y otros genes GTPasa. Las RopGTPasas monoméricas regulan procesos 
celulares como la producción de H2O2, la muerte celular programada y respuestas 
hormonales (Steffens y Sauter, 2010). 
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2.4.5.3 Factores de transcripción. La regulación de la expresión de genes es una de las 
actividades más complejas en las células, debido a que esta involucra la integración de rutas 
de transducción de señales, el movimiento de proteínas entre compartimientos celulares, 
alteraciones en la estructura de los cromosomas, síntesis del RNA, y procesamiento del 
RNA (Calkhoven & Geert,  1996). Los factores de transcripción son responsables de que 
las diferentes señales provenientes del exterior de la célula y del citoplasma, sean efectivas 
en el núcleo (Brivanlou & Darnell,  2002).  
Durante la interacción de la planta con los microorganismos se han identificado algunos 
factores de transcripción, que juegan un papel importante, como los miembros de la familia 
WRKY, los cuales están involucrados en los procesos regulatorios globales de respuesta del 
hospedero causadas por organismos fitopatógenos. Ellos participan en la regulación de la 
expresión de genes de defensa en varios niveles, en parte por la modulación directa de la 
cascada de señalización corriente abajo, de genes blanco, por la activación o represión de 
otros genes de factores de transcripción, y mediante la regulación de genes WRKY por 
medio de retroalimentación positiva. Por otra parte, también parecen interactuar con los 
principales factores de remodelación de la cromatina, lo que añade otra capa de 
complejidad a la red WRKY. Estos factores WRKY también pueden asociarse con MAPK 
en el núcleo, y con cascadas de MAPK como componentes claves de la señalización de los 
sistemas de defensa de la planta (Pandey y Somssich, 2009). 
La red transcripcional WRKY puede proporcionar el equilibrio adecuado para responder 
con rapidez y eficacia para disuadir a los patógenos, pero al mismo tiempo para limitar las 
respuestas de defensa que pueden ser perjudiciales para el crecimiento y desarrollo (Pandey 
& Somssich, 2009). 
Otros factores de transcripción, para los cuales se ha identificado una función en las 
respuestas de defensa son: los YAP1, implicados en los sistemas de destoxificación de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) (Lin et al., 2009); los ERFs, involucrados en las rutas 
de señalización del etileno como un mecanismos de defensa al ataque de hongos como 
Botrytis cinérea, Plectosphaerella cucumerina, Fusarium oxysporum sp. conglutinans y F. 
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oxysporum sp. lycopersici (Berrocal-Lobo y Molina, 2004); los MYB y bHLH, 
involucrados con las respuestas de defensa a partir del metabolismo de los flavonoides 
(Vom Endt et al., 2002); los ORCA, implicados en la regulación del JA (Vom Endt et al., 
2002); y los TGA, implicados en la regulación de los genes relacionados con la 
patogenicidad (PR), debido a su interacción física con el regulador positivo NPR1 
(Kesarwani et al., 2007). 
 
2.5 Interacción Banano- Mycosphaerella fijiensis  
La mayoría de clones comestibles de banano y plátano son variedades triploides derivadas 
de cruces naturales entre Musa acuminata y Musa balbisiana. El banano porta el genoma A 
de Musa acuminata, mientras que el plátano porta el genoma B de Musa balbisiana (AAB 
o BBA). La susceptibilidad de los diferentes clones de banano y plátano a la Sigatoka negra 
y amarilla varía ampliamente. En general se acepta que el genoma de M. balbisiana 
confiere cierta tolerancia en algunos cultivares del tipo ABB, pero también induce una 
cantidad aumentada de almidón rebajando la calidad de la fruta para consumo fresco 
(Robinson y Saúco, 2010). 
Con base en parámetros que miden el nivel de la enfermedad, el nivel de resistencia de los 
diferentes cultivares de Musáceas, se ha clasificado en diferentes categorías (Foure, 1993): 
1) Altamente resistente (HR): los síntomas de la enfermedad se abortan en etapas 
tempranas y no hay esporulación del hongo, como en la variedad Yangambí Km 5 (genoma 
AAA); 2) Parcialmente resistente (PR): el desarrollo de la enfermedad es lento y hay un 
buen número de hojas funcionales en el momento de la producción de fruta, como en la 
variedad Fougamou (genoma ABB); 3) Susceptible (S): las plantas muestran desarrollo 
rápido de la enfermedad durante las etapas necróticas y hay pocas hojas funcionales en el 
momento de cosecha, como en la variedad Bocadillo (genoma AA); y 4) muy susceptible 
(VS): plantas que muestran progreso rápido de la enfermedad y pérdida casi completa de 
hojas funcionales al momento de la cosecha, como los clones Cavendish ampliamente 
cultivados, entre ellos la variedad Gran Enano, Williams y Valery (genomas AAA). 
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Variedad Nivel de resistencia Identificación (ITC) 
Yangambi km 5 Altamente resistente ITC1123 
Calcutta 4 Altamente resistente ITC0249 
Pisang lilin Parcialmente resistente ITC1400 
Pisang Ceylan Parcialmente resistente ITC1441 
Pisang Berlin Susceptible ITC0611 
Grande naine Susceptible ITC1256 
Tabla 2. Variedades de banano de referencia para evaluar reacciones de respuesta a 
Mycosphaerella fijiensis según el INIBAP Transit Centre (ITC). 
 
Ciertas variedades diploides de tipo AA muestran una alta resistencia a Sigatoka negra. 
Uno de estos casos es la variedad Calcutta 4, donde estas dos características, su menor 
tamaño del genoma y su alta resistencia a la enfermedad, la convierte en uno de los 
candidatos más atractivos como modelo para estudiar las interacciones planta-patógeno a 
nivel  molecular (Tabla 2) (Carlier et al., 2003). La Fundación Hondureña de Investigación 
Agrícola (FHIA), en cooperación con algunas instituciones internacionales como el Centro 
Internacional de Investigación para el Desarrollo (IDRC), ha desarrollado una serie de 
variedades tetraploides de banano y plátano (llamados FHIA), que muestran diferentes 
grados de resistencia a Sigatoka negra. Sin embargo, aunque estas variedades podrían ser 
una buena alternativa para evitar el problema de la Sigatoka negra, el sabor de su fruta no 
es aceptado completamente en los mercados internacionales, como el de las variedades 
comerciales como "Gran enano‖. 
 
La especificidad de la interacción banano-M. fijiensis está descrita a nivel de especies para 
el patógeno y a nivel de variedades para el hospedero. (Fullerton & Olsen, 1991; Riveros, 
1992; Mourichon et al., 1993). De acuerdo al resultado de esta interacción, los cultivares se 
han clasificado en tres categorías: los altamente resistentes que bloquean tempranamente la 
infección (interacciones incompatibles), los parcialmente resistentes que desarrollan los 
síntomas lentamente (interacciones compatibles), y los susceptibles que desarrollan los 
síntomas rápidamente (interacciones compatibles) (Lepoivre et al., 2002; Ortiz y Vuylsteke, 
1994). El establecimiento del patógeno en una variedad susceptible, se inicia con la 
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penetración de las hojas por los estomas, seguida de la colonización de los espacios 
intercelulares. Durante las primeras 3 a 4 semanas, la interacción es de tipo biotrófico, 
después de este período aparecen los síntomas necróticos en las hojas, típicos de la fase 
necrotrófica (Hoss et al., 2000). El fenotipo de resistencia parcial parece estar ligado a la 
acumulación de compuestos fenólicos especializados que se almacenan en las células del 
parénquima. Una vez el material es liberado en los espacios intercelulares, se produce el 
contacto con las hifas del hongo para limitar su extensión en el parénquima. Este material 
se cree que desempeña un papel importante en las últimas etapas del proceso de la 
infección (Agrios, 2004). La respuesta observada en los fenotipos de tipo HR durante la 
infección por M. fijiensis, parecen estar relacionados más a la post-infección, es decir, la 
planta activa un mecanismo de defensa, manifestado por la producción de proteínas de 
defensa del tipo relacionadas a la patogenicidad (PR) (Lepoivre et al., 1993) y algunas 
fitoalexinas (Quiñones et al., 2000), así como cambios en la estructura de substancias 
preformadas (Hoss et al., 2000). 
Conocer la información genética sobre la resistencia natural de musáceas hacia M. fijiensis, 
es un objetivo fundamental para poder desarrollar estrategias novedosas de manejo de la 
enfermedad, incluyendo la mejora genética de la planta para resistencia al hongo (Ortiz y 
Vuylsteke, 1994). Las variedades Calcutta, Paka, Yangambi y Pisang Lilin, son 
comúnmente usadas como fuente de resistencia en los programas de mejoramiento genético 
(Fullerton y Olsen, 1995).  
 
La interacción M. fijiensis-Musa sp., se ha estudiado a nivel bioquímico, incluyendo el 
papel de los metabolitos secundarios del patógeno, tales como flaviolona, 2-hidroxijuglona, 
juglona y 2,4,8- trihidroxitetralona. En estos estudios se ha encontrado que la variedad 
Yangambi km5 induce una elevada cantidad de la fenilalanina amonio-liasa, que se 
caracteriza por desaminar la fenilalanina a ácido trans-cinámico, el cual es convertido 
rápidamente en lignina que se acumula junto con otras sustancias en la pared celular y 
posiblemente bloquean el crecimiento del hongo (Hoss et al., 2000). En estudios similares 
con la variedad Calcutta 4 en respuesta a M. fijiensis, se encontró que se estimula la 
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inducción de la actividad de las enzimas β-1,3 glucanasa y PAL, en la planta, durante las 
etapas tempranas de la interacción (entre 6 y 24 horas post-inoculación), mientras que para 
la variedad susceptible Williams, se estimula solamente la inducción de la actividad 
Fenilalanina amonio-liasa (PAL) en etapas tardías de la colonización (figura 2) (Torres, 
2007; Correa, 2009; Rodríguez, 2009). A pesar de la importancia del banano y el plátano en 
la economía y la alimentación a nivel mundial, aún no es clara la expresión de muchas otras 
enzimas necesarias para el proceso.  
 
 
 
Figura 2. Resultados bioquímicos de la actividad de PAL y Glucanasa. A) Relación de la actividad 
de la enzima fenilalanina amonio-liasa en condiciones controladas entre las variedades Williams y 
Calcutta 4 inoculadas con Mycosphaerella fijiensis; B) Relación de Actividad de la enzima 
Glucanasa en condiciones controladas entre las variedades Williams y Calcutta 4 inoculadas con 
Mycosphaerella fijiensis. Fuente. Torres, 2008.  
A 
B 
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2.6 Técnicas de biología molecular de alto rendimiento para perfiles de expresión 
génica.  
El desarrollo de la biología molecular y sus técnicas han contribuido al rápido desarrollo de 
las investigaciones en interacciones moleculares planta-microorganismo y al entendimiento 
de los mecanismos moleculares de resistencia de plantas a los patógenos (Dyakov et al., 
2007). Actualmente, las nuevas tecnologías de biología molecular de alta eficiencia y los 
acelerados avances bioinformaticos permiten a los investigadores realizar un monitoreo 
representativo de todo el transcriptoma de una especie y de esta forma lograr tener una 
visión global de los procesos llevados a cabo en una condición de estrés biótico o abiótico 
(Dyakov et al., 2007). El uso de técnicas de última generación como: el 
pirosecuenciamiento, el análisis de microarreglos y la cuantificación de PCR en tiempo 
real, aplicadas al análisis del estudio de los patosistemas permiten hacer un escáner de los 
transcriptomas de las plantas cuando están siendo estimuladas por la actividad del 
patógeno, lo que permite identificar genes candidatos que puedan estar implicados en la 
respuesta de defensa o en los mecanismos de susceptibilidad, o tener una visión general de 
algunos estados fisiológicos de la planta que puedan estar siendo afectados (Dyakov et al., 
2007).  
 
2.6.1 Microarreglos.  Los microarreglos de DNA son dispositivos que permiten medir la 
expresión de miles de genes simultáneamente. Una de las principales características de los 
microarreglos es el volumen de datos cuantitativos que ellos generan (Stekel, 2003). Un 
microarreglo de DNA consiste en una superficie sólida en la cual moléculas de DNA 
(cDNA u Oligonucleótidos) se han enlazado químicamente. El propósito de un 
microarreglo es detectar la presencia y abundancia de ácidos nucleicos marcados en una 
muestra biológica, la cual es hibridada al DNA sobre el arreglo por medio de la formación 
de dúplex Watson-Crick, y los cuales podrían ser detectados debido a su marcación. En la 
mayoría de experimentos de microarreglos, los ácidos nucleicos marcados son derivados 
del mRNA de una muestra o tejido, y por lo tanto los microarreglos miden la expresión 
génica. El poder de los análisis de microarreglos es que hay miles de moléculas de DNA 
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diferentes unidas a un arreglo, y por tal razón es posible medir la expresión de dichos genes 
simultáneamente (Stekel, 2003).   
 
Las técnicas con las que se iniciaron los microarreglos han sido modificadas y 
reemplazadas poco a poco hasta obtener arreglos de menor tamaño pero de alta densidad, 
llamados microarreglos de DNA o Chips. Estos modernos microarreglos tienen la 
capacidad de contener en una placa o losa de 1 a 2 cm, hasta aproximadamente 30.000 
genes, lo cual hace posible que un único microarreglo sea suficiente para estudiar todo el 
transcriptoma de una especie (Lastra y Manrique, 2005). 
 
Hay tres tipos de sondas que son las más utilizadas en la actualidad para el diseño de 
microarreglos: a) de tipo genómico para la detección de pérdida o ganancia de genes, b) de 
tipo genómico para la detección de mutaciones en el ADN, y c) de tipo transcriptómico 
para medir los niveles de mRNA. La diferencia entre cada una de ellas es el tipo de ADN 
que se inmoviliza en los platos (Lastra y Manrique, 2005). 
 
Igual que en cualquier tipo de experimento científico, los principios de diseño habituales 
son también válidos para los experimentos de microarreglos. Esto significa que el bloqueo, 
la asignación al azar y el cruce son esenciales para obtener resultados estadísticamente 
confiables (Wit y McClure, 2004).  
 
Otro tipo de clasificación de los microarreglos está basada en el tipo de marcación que se 
implemente. Los experimentos de microarreglos de dos canales, hacen referencia al uso de 
dos fluorocromos, Cy3 y Cy5, que tienen diferentes niveles de sensibilidad, lo que obliga a 
incluir en el diseño del experimento un sistema de intercambio de color (Wit y McClure, 
2004). Los experimentos de microarreglos de un canal implementan solamente un 
fluorocromo, comúnmente Cy3, este sistema de un solo canal es utilizado más comúnmente 
en los chips de microarreglos y fue implementado inicialmente por Affymetrix (Wit y 
McClure, 2004). Hay ventajas y desventajas de cada método experimental. Aunque el 
diseño de dos canales se desarrolló inicialmente para reducir los errores asociados con la 
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variabilidad de fabricación de los microarreglos, la disponibilidad de los microarreglos 
comerciales de alta calidad ha reducido esta variabilidad (Patterson, 2006). En los diseños 
de dos canales, la hibridación de dos muestras al mismo microarreglo permite una 
comparación directa, reduciendo al mínimo la variabilidad debido al procesamiento de 
múltiples microarreglos por ensayo. Esto se traduce en reducción de la variabilidad, en 
teoría una mayor sensibilidad y precisión en la determinación de los niveles de expresión 
diferencial entre pares de muestras. Esquemas de hibridación más complejos también son 
una opción cuando se utilizan plataformas de dos canales (Patterson, 2006). Por otro lado, 
las principales ventajas de los diseños de un solo canal son la simplicidad del diseño 
experimental y la flexibilidad. La hibridación de una sola muestra por microarreglos facilita 
las comparaciones entre microarreglos y entre grupos de muestras. La incoherencia de los 
datos a través de ensayos, debido a múltiples fuentes de variabilidad, como la fabricación y 
procesamiento de los microarreglos, se puede reducir en los microarreglos de un canal 
mediante la realización de suficientes replicas biológicas y técnicas en los ensayos 
(Patterson, 2006). 
 
Uno de los potenciales más altos de los microarreglos se logrado cuando han sido utilizados 
para dar aproximaciones globales de patrones de expresión génica. Muchos análisis se han 
realizado a gran escala de cambios en la expresión génica de levaduras y organismo 
superiores para identificar genes con patrón de expresión similar, apoyándose en el 
desarrollo de programas computarizados que facilitan a los investigadores la realización de 
los análisis (Kaminsky y Friedman, 2002). Para tal motivo, en primer lugar se identifican 
dentro de los resultados del experimento los genes que presentan cambios significativos y 
luego se aplican métodos de agrupamiento o (clustering). Se han descrito varios métodos, 
tales como agrupamiento jerárquico, k-means, y mapas auto-organizativos, cada uno con 
ventajas y desventajas (Sherlock, 2000; Heyer et al., 1999). Los métodos de agrupación se 
pueden clasificar en métodos supervisados y no supervisados. Los primeros se emplean 
básicamente para encontrar una firma molecular o un conjunto reducido de genes, cuyo 
perfil de expresión permita clasificar una muestra, es decir se parte de un patrón de 
expresión génica determinado (Tamarif, 2009). Mientras que en los métodos no 
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supervisados, el objetivo principal es determinar cuales genes presentan un patrón de 
expresión similar. La aplicación de los métodos no supervisados es descubrir los patrones 
de expresión que posteriormente podrán usarse en análisis supervisados, para detectar genes 
co-rregulados (Tamarif, 2009). 
 
Las medidas de distancia más usadas para la construcción de los grupos de genes o 
muestras con perfiles de expresión similares son la euclidiana y la correlación de Pearson y 
de Sperman. En el caso de los métodos de agrupamiento jerárquicos hay que además definir 
el método para determinar distancias entre conjuntos de genes. El método de agrupamiento 
más empleado en datos de microarreglos es el agrupamiento jerárquico. Este método no 
supervisado, deriva una serie de particiones de los datos; en este caso, cada dato será el 
perfil de expresión de una muestra o gen. Existen varios tipos de métodos de agrupamiento  
jerárquicos, tales como el aglomerativo y el divisivo. El resultado de estos métodos es una 
estructura de árbol o dendograma (Tamarif, 2009). 
 
Como alternativa a los métodos jerárquicos están los métodos partitivos. El método k-
Means es el más usado. Tiene la desventaja de que requiere como entrada, el número de 
grupos en que se considera están separados los datos. La estimación de k (número de 
grupos) es un problema conocido, siempre que se desea encontrar el mapeo de cualquier 
estructura de datos a una estructura de grupos, especialmente estudiado en datos de 
expresión de genes (Tamarif, 2009). Un criterio muy usado propone seleccionar a k como 
el número de grupos a partir del cual se observan pocas variaciones de las ordenadas del 
gráfico FOM (del inglés Figure of Merit). Otros métodos se basan en evaluar la estabilidad 
de los grupos. El tipo de técnica a utilizar depende del objetivo de la investigación o del 
problema. En general los métodos jerárquicos son preferibles cuando no se tiene una idea 
precisa de los patrones de respuesta que se pueden encontrar y cuando se pueden encontrar  
puntos muy separados entre sí (Tamarif, 2009). 
 
Actualmente, se recomienda utilizar más de una técnica con cada grupo de datos. La razón 
para identificar agrupaciones o particiones de genes es que los genes que tienen patrones de 
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expresión cercanos contendrían mecanismos regulatorios iguales, y eventualmente se 
podrían crear mapas de control de transcripción exactos. Adicionalmente, los genes co-
rregulados pueden ayudar a la asignación de funciones a genes descubiertos de novo 
(Kaminsky y Friedman, 2002). 
 
Los microarreglos han proporcionado muchas evidencias de las rutas de respuesta de las 
plantas al estrés y a la adaptación, en varios sistemas modelo (Kathiresan  et al., 2006; Van 
Zhong  et al., 2003; Guo  et al 2004; Kreps et al., 2002; Sreenivasulu et al., 2007). Los 
microarreglos de oligonucleótidos y de cDNA son rutinariamente usados para analizar el 
transcriptoma en plantas, pero el número de especies para el cual existen microarreglos 
comerciales es muy limitado. Para plantas relativamente no muy estudiadas tales como 
Musa sp., donde todavía no se tiene el resultado del secuenciamiento de su genoma, existe 
este limitante (Davey, et al., 2009). 
 
El desarrollo de los métodos de microarreglos basados en perfiles de expresión, junto con la 
disponibilidad de los genomas y/o EST (por sus siglas en ingles Expressed Sequence Taq) 
de algunas especies de plantas, ha permitido importantes avances en la caracterización de 
las repuestas de las plantas relacionadas con la patogénesis. Los estudios de perfiles de 
expresión realizados hasta la fecha ya han identificado un número asombroso de genes que 
no habían sido implicados en la defensa de la planta (Lodha, & Basak, 2011). Algunos de 
estos genes pueden estar asociados con la transducción de señal de defensa o de acción 
antimicrobiana, pero la contribución funcional de muchos otros sigue siendo incierta. El 
trabajo inicial de perfiles de expresión también ha revelado similitudes y diferencias entre 
varias vías de defensa, y la inter-relación entre las respuestas relacionadas con la 
patogénicidad y otras respuestas de las plantas a estrés. También se han identificado 
elementos-cis potenciales reguladores de la transcripción de genes co-rregulados (Lodha, & 
Basak, 2011). En la actualidad, se pueden tener arreglos con todo el genoma de una 
especie, lo que permite estudiar distintas interacciones de la planta como por ejemplo, con 
diferentes especies de patógenos, especies vegetales, mutantes, análisis a través del tiempo 
después de la infección, entre otros. Tecnologías de perfiles de expresión, en combinación 
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con otras herramientas de genómica, han tenido un impacto sustancial en la comprensión de 
las interacciones planta-patógeno y las respuestas de defensa de las plantas (Wan et al., 
2002). 
 
2.6.2 Pirosecuenciamiento. La pirosecuenciación es una tecnología de determinación de la 
secuencia de DNA a gran escala, aplicable a una gran variedad de opciones dentro de las 
que se destacan el secuenciamiento de genomas completos, secuenciamiento de 
cromosomas artificiales bacterianos (del inglés Bacterial Artificial Chromosome), 
metagenómica, identificación de mutaciones, detección de miRNA y perfiles de expresión 
de librerías de cDNA (454 Roche, 2011). El sistema GS-FLX es ideal para el ensamble de 
novo de transcriptomas enteros de plantas. Se puede obtener un censo rápido del 
transcriptoma de los genomas desconocidos con el fin de evaluar funciones de genes y para 
encontrar nuevos genes, polimorfismos por genotipificación, variantes de empalme 
alternativo, y otros motivos de secuencias (Rounsley et al., 2009). 
 
La emergencia de las tecnologías de secuenciamiento de segunda generación ha ayudado 
substancialmente en los avances en la investigación de los genomas de plantas no modelo 
(Vera et al., 2008). Las estrategias de las tecnologías de segunda generación tienen la 
ventaja de generar millones de lecturas al mismo tiempo, sin la necesidad de clonar los 
fragmentos de librerías, estos son mucho más rápidos y económicos que los tradicionales 
métodos basados en capilares los cuales están limitados a 96 muestras por corrido y 
requieren que el material genético esté clonado (Mardis, 2008). 
En Arabidopsis thaliana, el pirosecuenciación ha sido probada con éxito para verificar si 
esta tecnología es capaz de proporcionar una representación imparcial de las 
transcripciones en comparación con el genoma secuenciado. Usando RNA mensajero 
derivado semillas de Arabidopsis, se identificaron 541,852 ESTs los cuales corresponden a 
alrededor de 17,449 genes, demostrando una profunda cobertura del transcriptoma. Además 
16,000 de los ESTs identificados en esta investigación fueron nuevos. Las investigaciones 
previas han mostrado que la plataforma de Pirosecuenciamiento tiene la habilidad de 
37 
 
ayudar al descubrimiento y análisis de expresión de plantas no modelo, y puede ser usado 
tanto para análisis genómicos como transcriptómicos (Weber et al., 2007).  
En la leguminosa Medicago truncatula, la tecnología 454 ha sido utilizada para generar 
252.384 lecturas con un promedio de longitud de lectura de 92 nucleótidos (Macas et al., 
2007); en este trabajo se identificaron un total de 184.599 secuencias únicas generadas 
después de la agrupación y el ensamble. Previamente, también habían sido generadas 
70.026 lecturas a partir de 785 secuencias BAC de Medicago (Cheung et al., 2006). 
Mediante el uso de una combinación de secuenciación de Sanger y la secuenciación de 454 
se logró generar un borrador del genoma de la uva, Vitis vinifera Pinot Noir. En este trabajo 
se identificaron aproximadamente 29.585 genes predichos del cual el 96,1% podría ser 
asignado a los grupos de ligamiento genético. Muchos de los genes identificados tienen 
implicaciones potenciales en el cultivo de la vid como aquellos que influyen en la calidad 
del vino, y la respuesta a patógenos. En este caso se realizó un análisis detallado para 
identificar las secuencias relacionadas con la resistencia a enfermedades, vías de 
producción de compuestos fenólicos y terpenoides, factores de transcripción, elementos 
repetitivos y RNA no codificantes (incluyendo microRNA, RNA de transferencia, 
pequeños RNAs nucleares, RNA ribosomal y pequeños RNAs nucleolares) (Velasco et al., 
2007). 
Recientemente, se identificó y analizó el transcriptoma del frijol común (Phaseolus 
vulgaris L.) mediante Pirosecuenciación, logrando obtener 1,692,972 lecturas con un 
promedio de 207 nucleótidos. Estas lecturas fueron ensambladas en 59,295 unigenes 
incluyendo 39,572 contigs y 19,723 singlets. Comparando los unigenes a los ESTs 
depositados en el GenBank, se determinó que el 53,40% de estos unigenes no obtuvieron 
un resultado positivo para este conjunto de datos y podrían ser considerados como nuevos 
transcritos para el frijol común. La anotación funcional de los unigenes llevado a cabo por 
ontología de genes (GO, del inglés Gene Ontology) asignó resultado con Arabidopsis y 
soya, indicando la cobertura de un amplio rango de categorías GO. En este estudio, un largo 
número de repeticiones de secuencias simples (SSRs) y factores de transcripción tales como 
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WRKY, MYB, NAC, SET, TERF, SNF2 y FAR1, fueron identificados (Kalavacharla et al., 
2011).    
Según Kumar y Blaster, (2010) muchos de los proyectos de ensamble de transcriptomas usa 
un solo programa para ensamblar lecturas de pirosecuenciamiento de 454 (tabla 3), pero no 
hay evidencia que los programas usados para los datos sean los óptimos. Los ensambles de 
transcriptomas no son un problema fácil. Lecturas individuales podrían tener errores y 
polimorfismo que complican el reconocimiento del sobrelapamiento, y transcriptomas 
individuales (en datos no normalizados) podrían tener variaciones en la abundancia y 
además en el cubrimiento efectivo (Kumar y Blaster 2010).  La mayoría de los programas 
disponibles en la actualidad utilizan uno de los dos métodos para ensambles, conocidos 
como enfoque de gráficos de Bruijn y el enfoque superposición/disposición/consenso 
(OLC, por sus sigla del inglés overlap/layout/consensus) (Miller et al., 2010). 
Antes de definir las diferencias entre los dos algoritmos de ensamblaje es necesario, definir 
que es un ensamble, este se refiere al alineamiento y mezcla de múltiples fragmentos de una 
secuencia de ADN para reconstruir la secuencia original de mayor tamaño. Estas se 
agruparan dentro de contigs y a su vez los contigs dentro de andamios (scaffolds). Las 
secuencias que no se agrupan en los contigs son designadas como singletes o singlets 
(Miller et al., 2010).   
El enfoque OLC fue típicamente usado para ensamblar datos de Sanger. Este fue 
optimizado después para genomas grandes en programas como Celera assembler, Arachne, 
y CAP (Miller, et al., 2010). Los ensambladores OLC usan una gráfica de superposición. 
Sus operaciones tienen tres fases: 1) descubrir las superposiciones involucrando todos 
contra todos. Comparación por pares de lecturas. 2) Construcción y manipulación de la 
gráfica de superposición que lleva a una disposición aproximada de la lectura. 3) 
Alineamiento multiple de secuencias (MSA, por sus siglas en inglés) para determinar la 
disposición precisa y la secuencia consenso (Miller, et al., 2010).  
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Ensamblador Organismo 
Newbler Arabidopsis thaliana,Eucalyptus grandis, Castanea dentata, Heliconius 
spp, Persea americana, vitis vinifera, Manduca sexta, Palomero toluqueño 
CAP3 Zea mays, Arabidopsis thaliana, Ambystoma mexicanum, artemisia 
annua, Epimedium sagittatum, Haemonchus contortus, bugula neritina 
MIRA Centaurea solstitialis, Chrysomela tremulae Pandinus imperator, Zigaena 
filipendulae, manduca sexta, Euphydryas aurinia, Papilio dardanus, 
Heliconius melpomene, Heliconius erato 
TGICL Pythium ultimum, Zoarces viviparous, Medicago truncatula 
SeqMan Melitaea cinxia, Cochliomyia hominivorax, pinus contorta 
stackPACK Arabidopsis thaliana 
Tabla 3. Ensambladores usados para ensambles de novo transcriptomas de Pirosecuenciamiento 
454. 
Algunos programas realizan modificaciones a este proceso para intentar optimizar el 
proceso. Este es el caso de Newbler el cual implementa el algoritmo OLC dos veces, una 
primera fase para generar unitigs (mini-ensambles que son, idealmente, incontestados por la 
superposición de lecturas en otros unitigs), de las lecturas. La segunda fase de OLC genera 
contigs largos a partir de los unitigs (Margulies, et al., 2005). 
El enfoque de grafico de Bruijn es más ampliamente usado para lecturas cortas a partir de 
las plataformas Solexa y SOLiD. Este está basado en gráficos K-mer, este atributo hace que 
este sea más atractivo para gran cantidad de lecturas cortas. Los gráficos K-mer no 
requieren de los descubrimientos de superposición de todos contra todos, y este comprime 
las secuencias redundantes. Los programas de Bruijn más usados son Euler, Velvet, 
ABySS, AllPaths y SOAPdenovo (Miller et al., 2010).    
2.6.3 Bases de datos relacional. Es una base de datos que cumple con un modelo 
relacional, el cual es el modelo más utilizado en la actualidad para implementar bases de 
datos ya planificadas. Estas bases de datos permiten establecer interconexiones (relaciones) 
entre los datos (que están guardados en tablas), y a través de dichas conexiones relacionar 
los datos de varias tablas (Bessant, et al., 2008).  
Estas  bases datos tienen varias características como que se compone de varias tablas o 
relaciones, no pueden existir dos tablas con el mismo nombre ni registro, cada tabla es a su 
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vez un conjunto de registros (filas y columnas), la relación entre una tabla padre y un hijo 
se lleva a cabo por medio de las claves primarias y ajenas (o foráneas), las claves primarias 
son la clave principal de un registro dentro de una tabla y éstas deben cumplir con la 
integridad de datos, las claves ajenas se colocan en la tabla hija, contienen el mismo valor 
que la clave primaria del registro padre; por medio de éstas se hacen las relaciones 
(Bessant, et al., 2008)..  
En una base de datos relacional, todos los datos se almacenan y se accede a ellos por medio 
de relaciones. Las relaciones que almacenan datos son llamadas "relaciones base" y su 
implementación es llamada "tabla". Otras relaciones no almacenan datos, pero son 
calculadas al aplicar operaciones relacionales. Estas relaciones son llamadas "relaciones 
derivadas" y su implementación es llamada "vista" o "consulta". Las relaciones derivadas 
son convenientes ya que expresan información de varias relaciones actuando como si fuera 
una sola (Gibas y Jambeck, 2001). 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo general 
Analizar la expresión diferencial de genes de la variedad de banano ―Calcutta 4‖ (Musa 
AA) inoculada con Mycosphaerella fijiensis Morelet. 
 
3.2 Objetivos específicos 
• Identificar y analizar secuencias EST para construir una base de datos de unigenes 
de Musa sp. 
• Determinar y cuantificar la expresión de genes de la variedad Calcutta 4 en 
respuesta a M. fijiensis Morelet mediante microarreglos de alta densidad. 
• Identificar las posibles rutas metabólicas en las cuales podrían participar los genes 
expresados diferencialmente como respuesta de la variedad Calcutta 4 a la infección por M. 
fijiensis. 
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4. METODOLOGIA 
4.1 Identificación y análisis de secuencias EST para construir una base de datos de 
unigenes de especies del género Musa sp. 
Durante la primera parte de este trabajo se construyó una base de datos relacionada de 
unigenes, usando secuencias publicadas en bases de datos internacionales (HarvEST Musa) 
y secuencias de genes expresados durante la infección de Mycosphaerella fijiensis, en 
plantas de Calcutta 4, obtenidas en trabajos previos por nuestro grupo de investigación. 
Todos los análisis bioinformáticos fueron realizados en el servidor del Laboratório de 
Genômica e Expressão (LGE) de la Universidade Estadual de Campinas (Sao Paulo, 
Brasil). El almacenamiento de la base de datos se realizó en el servidor de portal de 
Astronomía del Instituto de Física de la Universidad de Antioquia-Colombia. 
 
4.1.1 Análisis de la Librería de Hibridación Substractiva por Supresión. Previamente 
en el Grupo de Biotecnología Vegetal de la Corporación para Investigaciones Biológicas 
(CIB, Medellín-Colombia), se realizaron librerías de hibridación substractiva por supresión 
(SSH, por su siglas en inglés), para identificar los genes de Musa acuminata var. Calcutta 
4, que se inducen durante la infección por el hongo Mycosphaerella fijiensis. 
La última de estas librerías no fue clonada en vectores y mantenida en Escherichia coli  
como se hace comúnmente con este tipo de librerías, sino que la totalidad de la librería fue 
enviada a secuenciar mediante el sistema Roche 454 GS-FLX química Titanium. El primer 
análisis de dicho secuenciamiento fue realizado por la doctora Esperanza Rodríguez Beltrán 
(Biotecnología-CIB) utilizando el software de ensamblaje Geneious Pro.  
En esta tesis se usaron los mismos datos generados por el secuenciamiento con GS-FLX, 
pero se usaron programas distintos para realizar el ensamble: Cap3, mira3, y Newbler 2.5. 
Geneious Pro usa un algoritmo de ensamblaje codicioso (Greedy Algorithm), el cual es 
similar al algoritmo utilizado para alineamientos múltiples; mientras que Cap3, Mira3 y 
Newbler 2.5, usan como base el algoritmo OLC (por sus siglas Overlap, Layout, 
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Consensus). Este paso de comparación es recomendado (Kumar & Blaxter, 2010), debido a 
dos razones: 1) cada programa usa diferentes algoritmos o modificaciones de los 
algoritmos, por lo que los resultados varían dependiendo del tipo de secuenciamiento que se 
utilice y 2) La mayoría de programas de ensamblaje para secuencias de segunda generación 
son probados y programados para que sean efectivos con un numero alto de secuencias 
(Kumar & Blaxter, 2010). La comparación entre los ensambladores se realizó usando las 
siguientes métricas estándar: tamaño del ensamblaje, tamaño medio de los contigs, máxima 
longitud de contig, número total de contigs, número total de contigs > que 100 bases 
generadas, cantidad de singlets, numero hits de blastx (e value < 1e
-3
).  
Las secuencias de salida del instrumento de Roche 454 vienen en el formato SFF (por sus 
siglas en ingles Standard Flowgram Format), que contiene la información de la secuencia 
en un archivo tipo Fasta y la calidad en un archivo tipo Qual. Este archivo fue extraído y 
utilizado como entrada para los ensambladores. Previo al uso de cada ensamblador, se 
realizó una descontaminación y pre-filtraje de las secuencias. La descontaminación busca 
eliminar los fragmentos de adaptador de la SSH y del secuenciamiento (MID5), regiones 
poly (A/T) y el pre-filtraje se basa en eliminar las secuencias de baja calidad teniendo en 
cuenta los pirogramas. Para realizar esta parte, se utilizó un script en Pearl denominado 
bd2006trimmer, los parámetros utilizados se describen en el anexo 1.  
Como control para excluir secuencias del hongo en los análisis, se realizó un blastn de las 
secuencias post-filtraje y descontaminación, contra las secuencias de genes de 
Mycosphaerella fijiensis reportados en la versión 2 del proyecto genoma (DOE Joint 
Genome Institute, 2010). Se tuvieron como parámetros un valor (e) mayor o igual a 1e
-10
 y 
un porcentaje de identidad mayor a 80%. 
Parámetros del ensamble: Si bien Newbler y Geneious pro tienen la capacidad hacer el 
pre-tratamiento a los archivos SFF directamente, se decidió usar el mismo archivo producto 
del pre-tratamiento con bd2006trimmer y descontaminación de las secuencias del hongo, 
para que todos los ensambladores empezaran realmente con la misma cantidad de lecturas. 
Todos los ensambladores fueron corridos en un servidor con Sistema operativo Linux 
44 
 
Fedora 11, 64 bits, 1 procesador Intel Xeon quad-core de 3 GHz, 4 MB de memoria cache, 
16 GB de memoria RAM y disco rígido de 1 TB. 
El programa CAP3 para sistema Linux (Intel 64-bit) fue descargado de la dirección 
http/seq.cs.iastate.edu/cap3.html. La versión no era especificada en esta descarga, y el 
ensamble se realizó usando las opciones por defecto del programa. 
MIRA versión 3.0 fue usado con la recomendaciones para Roche 454, ensamble de EST: -
job=denovo, est, accurate,454. Además se usó la opción –CL:cpat=on, para  hacer un 
análisis extra a las secuencias EST, con el objetivo de identificar las terminaciones Poli-A o 
Poli-T, que no fueron determinadas durante el pre-tratamiento. También se usaron opciones 
comunes como –GE:not=4 (es una opción general para especificar el número de sub-
procesos que se deben utilizar para pasos donde se pueden utilizar múltiples núcleos), y 
SK:not=4 (opción que determina cuanta capacidad RAM puede ser utilizada para el 
análisis, en este caso hasta 4 Gb, si así lo requiere el programa). 
Para Geneious Pro se utilizó la versión licenciada 5.0.4, se utilizaron las opciones por 
defecto para el método de ensamble con alta sensibilidad y velocidad media. Geneious al 
igual que Newbler tiene una interfaz gráfica amigable con el usuario que facilita  la 
programación del ensamble y la visualización de los resultados. 
Finalmente, para Newbler se utilizó la versión 2,5 (Newbler v2.5p1), con la opción –
cDNA, para ensamblar transcriptomas. En el montaje del transcriptoma, el ensamblador 
falla con frecuencia sin la opción –cDNA, porque espera una cobertura aproximadamente 
uniforme en el modo ensamble de genoma. También se usaron otros parámetros como –ace 
(para obtener un archivo de extensión ACE de los resultados).  
El último parámetro de análisis, se determinó a partir de los resultados del algoritmo blastx 
para cada uno de los ensambles. En este se consideró cuantos alineamientos estuvieron 
cerca al inicio de la proteína (<30 bases), cuantos estuvieron al final de la proteína (<30 
bases). También se cuantificó el número de regiones positiva del alineamiento, teniendo en 
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cuenta dos parámetros que son: 1) cantidad de fracciones positivas alineadas mayor al 70% 
y cantidad de espacios (“gaps”) en esta región menor que 15. (Figura 3).  
 
Figura 3. Esquema del análisis de los resultados del blastx. A) Unión al principio de la proteína, B) 
Unión al final de la proteína C) espacios (Gaps), D) fracción positiva alineada.  
 
4.1.2 Anotación funcional de la librería SSH. Como anotación se conoce al proceso de 
asociar información biológica a cada una de las secuencias. El nivel más básico de 
anotación se realiza usando el algoritmo BLAST para encontrar similaridades. El proceso 
de anotación funcional, busca asociar la información biológica a elementos genómicos 
como funciones químicas, funciones moleculares, interacciones y regulaciones 
involucradas (Stein, 2001). 
Después de realizar el ensamble se procedió a hacer la anotación, utilizando el programa 
Blast2Go. La anotación se realizó en tres pasos: 1) BLAST para encontrar secuencias 
homologas; 2) MAPPING (Mapeo) para recuperar los términos y 3) GO y ANOTACION 
para seleccionar las funciones confiables. El programa cuenta con el soporte de diferentes 
bases de datos de anotación como son: GO, Enzyme Codes, InterPro and KEGG (Conesa y  
Götz, 2008) (Anexo 2). 
 
BLAST: La búsqueda de homología se realizó contra la base de datos publica del NCBI (nr 
y est) usando el algoritmo Qblast. Como parámetros solo se tuvieron en cuenta los valores 
E (Expectativa) mayores a 1x10
-3
. Para evitar el peligro de anotación de resultados 
demasiado cortos con valores E bajos, se adicionó un filtro para una longitud mínima de 
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alineamiento de 33 nucleótidos (hsp-length). Para los demás parámetros se usaron las 
condiciones por defecto del blastx (Word Size= 3; SEG Filter= On; Score 
Matrix=BLOSUM62; Gap Cost=Existence:11 Extension:1; MATCH_SCORES= 1,-3). 
Los datos que no obtuvieron un resultado con el blastx se procesaron con el algoritmo 
blastn utilizando la base de datos pública del NCBI (nr) del NCBI, usando como parametro  
un valor -e mayor o igual a 1x10
-3
. Al igual que con el blastx, se utilizó un filtro de 33 
nucleótidos para el parámetro hsp-length. Los demás parámetros se usaron bajo las 
condiciones por defecto para el Blastn (Word Size=  28; Match/Mismatch Scores=1,-3; Gap 
Costs=linear).  
Para mayor información acerca de los parámetros, consultar la pagina 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/staff/tao/URLAPI/new/BLAST_URLAPI.html). 
GO: para recuperar los términos GO (del inglés Gene Ontology) relacionados con procesos 
biológicos, funciones moleculares, y componentes Celulares. Se utilizaron las secuencias 
identificadas con el algoritmo blastx. Se usaron los identificadores (ID) de los genes con los 
que se obtuvieron resultados en el programa BLAST, para recuperar en la base de datos del 
GO los términos y los códigos de evidencia (EC, Evidence Codes) de dichas secuencias.  
También se utilizó el programa Glimmer 3 (Gene Locator and Interpolated Markov 
ModelER) y su herramienta Long-ORF para buscar los ORFs en estas secuencias, como 
parámetros se empleó la tabla de codones estándar para eucariotas y un marco abierto de 
lectura mínimo de 80 bases. Este último paso se realizó para determinar posibles marcos de 
lectura en las secuencias que no obtuvieran un resultado positivo con las bases de datos 
evaluadas. Este programa toma un archivo de secuencias (en formato FASTA) y genera una 
lista de todos los ―long‖ (genes potenciales). Por "gen potencial" me refiero a la parte de un 
―orf‖ desde el codón de inicio por primera vez al codón de parada al final. 
 
4.1.3 Construcción de la Base de datos de unigenes de especies del género Musa.  El 
procedimiento se realizó en cuatro etapas: 1) Se descargaron las secuencias del género 
Musa, disponibles en las bases de datos de acceso público en internet.  2) Se unificaron las 
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secuencias tomadas de internet, con las obtenidas por la unidad de biotecnología vegetal 
UNALMED-CIB, con el objetivo de no tener secuencias repetidas, unigenes. 3) Se 
anotaron funcionalmente todos los unigenes. 4) Se elaboró la base de datos relacionada en 
el programa MySQL.  
 
4.1.3.1 Descarga de secuencias de Musa. Se utilizó la base de datos de EST denominada 
HarvEST que enfatiza en la función de los genes y es orientada a genómica comparada y 
diseño de oligonucleótidos, en soporte de actividades tales como SNPs, diseño del 
contenido de microarreglos, anotación funcional, y mapeo físico y genético.  
 
La versión 1.05 de ―HarvEST:Musa‖ cuenta con secuencias EST de 13 librerías de cDNA 
de Musa acuminata, Musa balbisiana y especies relacionadas. Las librerías que se 
utilizaron se designan de la siguiente manera: 
 
Global Musa Genomics Consortium 
-IITA-TIGR. IITA-TIGR.tgz (IITA mixed AAB, AB, AAA)(Library MUSL) 
-IITA-TIGR. IITA-TIGR.tgz (IITA mixed AAB, AB, AAA)(Library MUSR) 
-IITA-TIGR. IITA-TIGR.tgz (Grande Naine AAA)(Library ESTSYN-L) 
-IITA-TIGR. IITA-TIGR.tgz (Grande Naine AAA)(Library ESTSYN-F) 
-EMBRAPA. MUC4_Flower_AllPlates.zip (Calcutta 4 AA) 
-EMBRAPA. MUC4_PEELGREEN_ALL.zip (Calcutta 4 AA) 
-EMBRAPA. MUC4_ROOTINVITRO_ALL.zip (Calcutta 4 AA) 
-EMBRAPA. PKW.zip (PKW_Root) (Pisang Klutuk Wulung BB) 
-EMBRAPA. PKW.zip (PKW_Leaf) (Pisang Klutuk Wulung BB) 
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-EMBRAPA. cachao.zip (Cachaco ABB) 
-EMBRAPA. Calcutta 4_Leaves_COLD.zip (Calcutta 4 AA) 
-EMBRAPA. Calcutta 4_Leaves_HOT.zip (Calcutta 4 AA) 
-J. Craig Venter Institute (TIGR). library MA_CHIQ 
Todas las secuencias fueron obtenidas del Global Musa Genomics Consortium (35,718 
ESTs) y del J Craig Venter Institute (2,054 ESTs) (http://www.harvest-web.org/). En 
HarvEST:Musa se seleccionaron los mejores resultados BLASTX de Uniprot, la anotación 
del genoma de arroz (MSU Versión 6; enero 2009) y Arabidopsis (TAIR versión 9: june 
2009) y los modelos genéticos de Brachypodium (Phytozome Bradi 1; Mayo 2009). El 
desarrollo de HarvEST:Musa fue realizado por el International Institute of Tropical 
Agriculture (http://www.harvest-web.org/, consultada 27 de junio del 2011). En esta base 
de datos, 37772 secuencias EST, fueron agrupadas usando el programa CAP3, 
obteniéndose 5547 contigs y 11844 singlets para un total de 17391 secuencias únicas de 
Musa. La mayoria de secuencias presentan tamaños entre 350 y 900 bases (Figura 4). 
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Figura 4. Tamaños de las secuencias de HarvEST Musa. 
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4.1.3.2 Agrupación de las secuencias. Este paso es necesario para disminuir la redundancia 
de los genes, una característica necesaria para el diseño de las sondas. Para realizar la 
agrupación de las secuencias, se utilizaron las 17391 secuencias de unigenes HarvEST y las 
1536 secuencias producto del pirosecuenciamiento GLX-454, las cuales fueron 
ensambladas usando el programa Mira3, como se describió previamente. Para realizar el 
ensamble de las secuencias se utilizó el programa CAP3 debido a que este programa es 
altamente citado en la literatura (Ferguson et al., 2011), y fue el programa que los 
investigadores del HarvEST había usado previamente. Para esta tarea se usó la línea de 
comando (cap3 -O '-p 90 -g 2 -o 25'  <fasta_file>  (-O= opciones  ‗-p= especificidad de la 
identidad del porcentaje de sobrelapamiento del 90%; -g=especificidad del factor de 
penalidad de ―gaps‖ (espacios);  –o= especificidad de la longitud de corte de 
sobrelapamiento‘)), para los demás parámetros se usó la opción por defecto.  
 
4.1.3.3 Anotación funcional de las secuencias unigenes. Se utilizó el programa Blast2go y 
los parámetros descritos para la anotación funcional (4.1.2), para la base de datos creada. 
Los resultados de anotación de las secuencias fueron exportados en una tabla y luego 
guardados en archivo de extensión .txt (con la opción: separados por tabulaciones).   
4.1.3.4  Base de datos relacionada de los unigenes de Musa. La elaboración de esta base 
de datos permite tener almacenados y con fácil acceso, el conjunto de genes únicos de 
Musa sp., identificados. Esta información se usó para seleccionar el conjunto de genes que 
se analizaron en el microarreglo realizado en este trabajo.  
Para la construcción de la base de datos se utilizó el lenguaje MySQL. A partir del archivo 
obtenido en el punto 4.1.3.3, se crearon 5 tablas dentro de la base de datos: 
1) Tabla Sequence: En esta tabla se depositaron los datos generales de las secuencias. 
Los atributos de la tabla son: seqid (ID de la secuencia (propio de la base de datos)), 
seqcode (código de la secuencia (este código es producto del paso de agrupación)), 
source_name (este atributo contiene una identificación para determinar la fuente de 
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donde proviene la secuencias (HarvEST o CIB)), seq_fasta (cada una de las 
secuencias fasta). 
2) Tabla de GOs: En esta tabla se depositaron los datos generales de Gene Ontology 
(GO). Los atributos de la tablas son: goid (contiene las identificación de cada uno 
de los GO, esta identificación es propia de la base de datos, y es un código de 4 
dígitos),  process_name (contiene el tipo de proceso relacionado con el GO),  
function_name  (contiene el nombre de todos los GO posibles en la base de datos). 
3) Tabla enzyme codes: En esta tabla se depositaron los datos relacionados con los 
códigos de las enzimas. Los atributos de esta tabla son: enzymeid (es un código de 4 
digitos separados por puntos (ejemplo: 1.2.2.1), se mantuvo el mismo código que en 
la base de datos de enzimas (EC)), enzymecode (contiene cada uno de los códigos 
posibles). 
4) Tabla de domains: En esta tabla se depositaron los resultados para InterPro. Los 
atributos de esta tabla son: domainid (Identificación para cada uno de los dominios, 
este código es propio de esta base de datos), domain_denom (este es el código como 
tal de las secuencias).  
5)  Tabla de proteínas: Esta tabla contiene los nombres de todas las posibles proteínas 
que se anotaron para todas las secuencias de unigenes. Los atributos para esta tabla 
son: proteinid (corresponde a un código propio de la base de datos de 6 digitos), 
protein_denom (cada una de las denominaciones para las proteínas, sin 
redundancia). 
La relación que se estableció entre las tablas fue de ―muchos contra muchos‖, con el fin de 
obtener la mayor cantidad de relaciones posibles entre los datos. En la figura 5 se muestra 
el esquema del diseño de la base de datos utilizando el programa DBdesigner4. Finalmente, 
la base de datos fue ingresada a MySQL en el servidor de Astronomía, del Instituto de 
Física de la Universidad de Antioquia, Colombia, en donde se puede ingresar previa 
autorización. La ubicación es este servidor, permitirá conectarla con una interfaz web a 
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través de PHP. En el futuro se espera una alta consultad de la comunidad internacional, 
facilitada por estar disponible en el idioma inglés. 
 
4.2 Análisis del perfil de expresión de Musa acuminata Var. Calcutta 4 durante la 
interacción con M. fijiensis. 
El análisis se realizó usando la técnica de microarreglos. Esta sección se divide en tres 
partes: en la primera se describe la metodología para la obtención del material para el 
microarreglo; en la segunda la metodología implementada por la compañía Nimblegen para 
el diseño de las sondas, la síntesis de la placa, la hibridación y escáner de la muestra; y en 
la tercera la metodología utilizada para los análisis de los datos. 
4.2.1 Obtención del material para el microarreglo 
Material Vegetal. Se utilizaron plantas de banano de la variedad Calcutta 4 de 30 cm de 
altura y aproximadamente 3 meses de edad. Las plantas se colectaron en la finca de la 
Universidad de Caldas, municipio de Palestina (Caldas), vereda Santágueda, latitud 5° 05‘ 
N, longitud 75° 40‘ O. La finca se encuentra a 1010 msnm, con una temperatura promedio 
de 23°C, precipitación anual de 1800 mm y humedad relativa de 76%. Esta variedad se 
caracteriza por presentar una marcada respuesta hipersensible al ataque de M. fijiensis y ser 
resistente a este patógeno.  
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Figura 5. Diseño de la base de datos de unigenes de Musa donde se esquematizan las relaciones existentes entre la tablas. Las 
tablas de color  azul esquematizan los datos principales y las tablas en verde esquematizan las relaciones entre estas. En cada una 
de las tablas se esquematizan los atributos primarios con un símbolo de una llave. 
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Las plantas se aclimataron en condiciones de invernadero (temperatura: ~26 °C; Humedad 
relativa: ~68°C; fotoperiodo: iluminación natural) durante 20 días, en la Unidad de 
Biotecnología  de la Corporación para Investigaciones Biológicas (CIB) en la ciudad de 
Medellín- Colombia, posteriormente se llevaron a cámara de infección. En la cámara se 
aclimataron por un período mínimo de 15 días antes de ser inoculadas con el hongo, con 
riego por aspersión, durante 5 segundos cada hora y media, lo que aseguró una humedad 
relativa por encima del 95%. Se mantuvieron con 12 horas de luz y 12 de oscuridad 
mediante ocho lámparas de luz día de 20 wattios cada una. La temperatura se mantuvo 
constante a 29 °C por medio de un calentador Navoplus RI.1016 a través  de un control 
Vertex VT4810. 
 
Material Fúngico. Se usó un cultivo monospórico de M. fijiensis, obtenido de la cepa 
080930, proveniente de Urabá, Antioquia, caracterizada por presentar alta agresividad y 
resistencia al fungicida propiconazol. 
 
Preparación del inóculo.  Dos mililitros de la cepa 080930 de M. fijiensis, se distribuyeron 
en cajas de petri con medio PDA y se incubaron por 15 días a 24 ºC. El micelio obtenido se 
maceró con un asa y agua estéril, luego se transfirió por medio de micropipeta a medio 
nutritivo V8, dejándolo crecer aproximadamente 15 días en presencia de luz roja. Sobre 
este medio V8 se realizó un raspado del micelio con agua destilada estéril y se filtró a 
través de tela etamina hasta obtener volúmenes finales de aproximadamente 5 ml por cada 
raspado inicial, luego estos volúmenes se centrifugaron a 6000 r.p.m. durante 20 min. Los 
precipitados se recuperaron en un tubo falcón (50ml) y la concentración de conidias se 
determinó en cámara de Neubauer. Para la inoculación se ajustó la concentración a 1x10
6
 
conidias por ml en una solución de gelatina microbiológica al 2%, con el objetivo de 
mejorar la distribución y adherencia del inoculo sobre la superficie del envés de la hoja 
(Mira, 2004).  
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Inoculación en hojas. La inoculación se realizó con un aerógrafo Picasso K-3 a 50 psi, a 
una distancia aproximada de 20 cm por el envés de cada hoja. Se asperjó un volumen de 1 
ml de solución de conidias por hoja (1x10
6
 conidias por hoja) y se inocularon las 3 ó 4 
primeras hojas de cada planta. Las plantas controles de ambas variedades se inocularon con 
la solución de gelatina microbiológica al 2%, sin conidias. Las plantas se incubaron en la 
cámara bajo las condiciones descritas. 
 
Tiempos de toma de muestras. Para el aislamiento del RNA, se colectó material de las 
plantas a 0 horas (control), 24 horas, 72 horas, 144 horas, post-inoculación (hpi) con M. 
fijiensis. Estos tiempos se determinaron buscando los tiempos tempranos, de inducción de 
genes de respuesta a la infección, con base en resultados previos obtenidos en nuestro 
grupo (UNALMED-CIB) y por la revisión de literatura (Torres, 2007; Correa, 2009).  
 
Extracción del RNA de tejido foliar de banano.  Se cortaron tres hojas de cada planta y 
se almacenaron de inmediato a  -70 ºC. Una vez tomadas todas las muestras se procedió a 
extraer el RNA total, siguiendo el protocolo IE-09-0013 para extracción de RNA de 
Musáceas, estandarizado en la unidad de Biotecnología Vegetal de la CIB, utilizando el 
reactivo comercial Concert Plant RNA  de Invitrogen. El RNA se cuantificó por 
espectrofotometría (260/280 nm) en un equipo NanoDrop ND-2000 UV-Vis 
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA). El RNA se separó en gel de agarosa al 
1% y se visualizó bajo luz ultravioleta por tinción con Bromuro de Etidio (EtBr). La 
imagen se digitalizó en un equipo EC3 Imaging System (UVP BIOIMAGING SYSTEM, 
USA). 
 
Generación de la librería de cDNA. Se utilizó el kit TransPlex Whole Transcriptome 
Amplification (Sigma, USA), recomendado por la Compañía Nimblegen, para incrementar 
las secuencias y asegurar una cantidad suficiente de cDNA, utilizando el protocolo que 
recomienda el fabricante. Para remover los residuos de cebadores y nucleótidos se usó el kit 
de purificación de fragmentos de PCR de Qiagen. El cDNA fue cuantificado por medidas 
de absorbancia a 260 nm utilizando el NanoDrop ND-2000 UV-Vis Spectrophotometer 
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(NanoDrop Technologies, USA) y el tamaño de los fragmentos de cDNA fue verificado 
mediante gel de agarosa como se describió. 
 
4.2.2 Diseño del microarreglo. Se contrató el servicio con la compañía Roche Nimblegen, 
para realizar el diseño y la síntesis de los oligonucleótidos, la hibridación del cDNA y el 
escáner de la placa (http://www.nimblegen.com/products/lit/NG_Expression 
_Guide_v5p1.pdf). Para el microarreglo se utilizaron los tiempos 0 horas, 24 horas, 72 
horas, y 144 horas post-inoculación. Cada uno de estos tiempos se realizó por triplicado, 
para obtener un total de 12 microarreglos. El diseño de las sondas se realizó con 14,872 
secuencias de unigenes. Se seleccionaron las 4 mejores sondas por cada gen blanco y cada 
uno de estos se consideró como una réplica técnica del experimento. Se tuvieron en cuenta 
4 principios básicos para el diseño del microarreglo: (1) El contenido GC de cada sonda 
debe estar entre 35 y 60%; (2) La selección de las sondas es basado en posiciones con 
tendencia al extremo 3‘ de los ORF; (3) La longitud de las sondas debe ser de 60-mer; y (4) 
Un mínimo de 3 sondas por cada gen blanco del transcriptoma. 
Se procesó 1μg de cada muestra de cDNA usando las instrucciones estándar NimbleGen. El 
procedimiento consiste en la hibridación de un nonámero al azar marcado con Cy3 de 
TriLink Biotechnologies, seguido por una incubación con la enzima 3‘-5‘ exoKlenow 
fragment (New England Biolabs). El cDNA obtenido marcado fue hibridado en la placa 
NimbleGen 12-plex Expression Array, la cual previamente había sido construida con los 
fragmentos oligos de la base de datos construida en este trabajo. La hibridación fue llevada 
a cabo en un equipo MAUI Hybridization Station por 16 horas. Durante el diseño y 
realización del experimento, se tuvieron en cuenta las normas de información mínima para 
un experimento de microarreglo (Minimum Information About a Microarray Experiment 
(MIAME), reportadas por Brazma y colaboradores (2001); la versión MIAME/PLANT 
(2003). En la figura 6 se muestra un esquema que resume el diseño estadístico del 
experimento. 
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Figura 6. Esquema del diseño del experimento. 
 
4.2.3 Análisis de los datos del microarreglo. Para los análisis de los datos se utilizaron las 
herramientas del programa Bioconductor, para comprensión de datos genómicos de alta 
resolución (http://www.bioconductor.org/ (2011)). Para el análisis con los datos de 
expresión de Nimblegen, se instalaron como aplicaciones del lenguaje computacional R, los 
programas: pdInfoBuilder (Carvalho, 2009), Oligo (Carvalho, 2009) y Limma (Smyth, 
2005). El primer paso fue convertir las tablas con los datos crudos de expresión, del 
formato de salida de Nimblegen (archivos .ndf  y .pair), a un formato estándar (archivo 
.xys). Para este procedimiento se utilizó un programa escrito en lenguaje de programación 
Perl, denominado cria_xys_final.pl., diseñado en el Laboratorio de Genômica e Expressão 
de la Universidade Estadual de Campinas. Los archivos ―.xys‖ son necesarios para utilizar 
el programa pdInfoBuilder, con el cual se construyen los paquetes de anotación, para luego 
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ser usados por el programa Oligo. Como resultado, se obtiene una librería de extensión 
―.exp‖, la cual se carga en el programa R junto con los otros programas.  
Normalización. Para la normalización de los datos se realizó un análisis RMA (Robust 
Multichip Average), el cual tiene tres pasos: un ajuste del ruido de fondo, normalización por 
cuantiles (Bolstad et al., 2003) y finalmente resumen (Irizarry et al., 2003; Bolstad et al., 
2003). El algoritmo de RMA se puede aplicar a los datos en bruto de arreglos de expresión, 
se utilizó, a través del método rma del programa Oligo. Este realiza la normalización por 
cuantiles y el resumen, mediante el algoritmo de mediana de Polish. La mediana de Polish 
es un procedimiento de análisis exploratorio de datos. Este encuentra un modelo de ajuste 
aditivo para los datos en una tabla de diseño de dos vías (por lo general, los resultados de 
un experimento factorial) de la forma efecto fila + efecto de columna + media general 
(Giorgi et al 2010). En cada caso, se realizó una corrección de fondo y posterior cálculo de 
las medidas de expresión (Carvalho, 2009). El método de cuantiles se usó para hacer que la 
distribución de la intensidad de la sonda para cada arreglo, en un conjunto de arreglos, sea 
la misma (Bolstad et al 2003). 
 
Para el análisis de expresión de los datos se utilizó el programa Limma, el cual ajusta un 
modelo lineal a los datos de expresión de cada gen. Se utilizaron datos de expresión 
determinados como el logaritmo de las intensidades. El método contracción empírico de 
Bayes se usó para tomar información a través de genes haciendo un análisis de estabilidad. 
Se utilizaron las funciones del programa Limma denominadas topTable( ) y decideTests( ) 
para resumir los resultados del modelo lineal, realizando pruebas de hipótesis y ajuste de 
los valores-p para múltiples pruebas. Los resultados obtenidos incluyeron (log) las veces de 
cambio en el nivel de expresión (“fold changes”), los errores estándar, t-estadísticas y los 
valores-p. La estadística básica utilizada para el análisis de significancia fue la t-estadística 
moderada (“moderated t-statistic”), que se calculó para cada sonda y para cada contraste. 
Esto tiene la misma interpretación que una t-estadística ordinaria, con la excepción de que 
los errores estándar se han moderado entre los genes, es decir, reducido a un valor común, 
mediante un modelo bayesiano simple (Smyth, 2005). Las pruebas t-estadísticas 
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moderadas conducen a los valores-p de la misma manera que las pruebas t-estadísticas 
ordinarias, salvo que los grados de libertad aumentan, lo que refleja la mayor fiabilidad 
asociados a los errores estándar suavizados (Irizarry, 2005). 
 
Para obtener los genes expresados diferencialmente se ejecutó un programa en lenguaje 
Perl, diseñado para extraer de cada una de las tablas del análisis de Limma, los genes 
expresados diferencialmente (veces de cambio >=1 o veces de cambio <=-1) con un valor P 
< 0.05.   
 
Los análisis de clúster no supervisados, fueron llevados a cabo usando la herramienta 
Expresión Profiler del EBI (European Bioinformatics Institute). Para el análisis de 
agrupamientos jerárquicos se usó la medida de distancia Euclidiana, junto con el algoritmo 
UPGMA, los cuales realizan un promedio de distancia de las observaciones en cada clúster 
y un total de 100 iteraciones. Para el método partitivo k-medias (k-means), se utilizaron 
como parámetros la distancia euclidiana y como control se evaluó la estabilidad de los 
grupos. 
 
4.3 Integración de datos de expresión y anotaciones funcionales.  
Los genes que presentaron expresión diferencial en al menos uno de los tiempos evaluados, 
fueron analizados según su anotación funcional, comparando de forma global los procesos 
biológicos implicados y las funciones celulares. Este proceso se realizó, usando la 
anotación que ya se tenía para la base de datos construida. Para asociar los genes 
expresados con rutas metabólicas con posible relación con respuestas de defensa, se utilizó 
la base de datos KEGGs y la amplia literatura reportada sobre el tema en varios modelos de 
plantas incluida Arabidopsis thaliana. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 Identificación y análisis de secuencias EST para construir una base de datos de 
unigenes de especies del género Musa. 
5.1.1 Análisis de la librería de Hibridación Substractiva por Supresión. El 
secuenciamiento de la librería SSH, permitió identificar 16004 lecturas (single reads) (3.8 
Mb), durante las primeras horas de infección de Musa acuminata var. Calcutta 4, por el 
hongo M. fijiensis. Después de realizar el filtro de calidad usando el programa 
bd2006trimmer, el 84.95%, correspondientes a 13595 secuencias, cumplieron con los 
requisitos. 
El análisis con blastn para identificar secuencias contaminantes del hongo, mostró 103 
secuencias con homología, lo que corresponde al 0.75% del total de secuencias. Estas 
secuencias fueron eliminadas antes de realizar los ensambles para la planta. 
Después de realizar los ensambles, los contigs y singlets con menos de 100 bases de 
longitud fueron descartados para los análisis posteriores. La mayor diferencia entre los 
ensambladores se encontró en la cantidad de contigs y singlets que se obtuvieron con cada 
uno, usando los parámetros recomendados (Kumar y Blaxter, 2010). Con Mira3 se 
obtuvieron 1537 contigs y 43 singlets. Mientras que usando Newbler 2.5, se obtuvieron 517 
contigs y 4110 singlets (Tabla 4).  
En la búsqueda que se realizó por el programa blastx, contra la base de datos del NCBI, con 
el ensamble obtenido con el programa Mira3 se identificaron 823 secuencias lo que 
corresponde al 55% del total de secuencias para este ensamblador, mientras que con 
Newbler se obtuvieron 235 lo que corresponde al 59% del total de secuencias para este 
ensamblador. 
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Parámetro   |   Ensamblador Newbler 2.5 Mira 3 Geneious Cap3 
Tamaño del ensamble (bases) 121246 457247 382346 418954 
Tamaño medio de los contigs (bases) 234 286 295 326 
Máxima longitud de contig (bases) 629 795 1254 816 
Número de clústers  4627 1580 1886 2056 
Número de clústers > 100 4299 1536 1696 2056 
Número de Blast/clústers 1920 837 869 996 
% de match clúster 44,66 54,49 51,24 48,44 
Numero de contigs  517 1537 1192 1283 
Numero de contigs >  100pb 398 1496 1167 1283 
Número de blasts/contigs 235 823 622 655 
% de match contig 59,05 55,01 53,30 51,05 
Numero de singlets 4110 43 694 773 
Numero de singlets > 100 pb 3901 40 529 773 
Número de blasts/singlets 1685 14 247 341 
% de match singlets 43,19 35,00 46,69 44,11 
Tabla 4. Resultados métricos obtenidos después de los ensambles. El parámetro cluster es igual a la 
sumatoria de los contigs con los singlets. 
 
Figura 7. Comparación entre las cantidades de contigs y singlets obtenidas con cada ensamblador. 
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Este último resultado podría ser de esperarse ya que Mira3 fue el que obtuvo la mayor 
cantidad de contigs. Por esto se realizó el análisis para verificar cuántos de estos resultados 
de blastx eran de proteínas completas y no de fragmentos, o quimeras, lo que nos ayudaría a 
verificar la presencia de productos quiméricos o erróneos en los ensambles (Tabla 5). Se 
midieron 3 parámetros: ―Oi1‖ si la secuencia analizada (Query) tiene un inicio cercano al 
de la proteína sujeta (Subject); ―Of2‖ Si la secuencia analizada (Query) tiene un final 
cercano al de la proteína sujeta (Subject), ―Pg3‖ si el alineamiento entre las dos secuencias 
tiene un cubrimiento positivo mayor al 70% y si el número de Gaps es menor que 15 (Tabla 
5). Con Mira3 se obtuvieron 731 resultados para el parámetro pg3, correspondiente a un 
88% de los resultados de blastx positivos para este ensamblador.  
Ensamblador Oi1 Of2 pg3 
Cap3 42 104 606 
Geneious 41 129 87 
Mira3 67 184 731 
Newbler 2.5 22 74 224 
Tabla 5. Resultado del análisis de los Blastx de los contigs de cada ensamblador. 
5.1.2 Anotación funcional de la librería SSH. Se realizó el análisis funcional de 1536 
secuencias obtenidas con el programa Mira3. Del total de secuencias, 715 obtuvieron un 
alineamiento con un valor e menor a 1x10
-3
, cuando se compararon con la base de datos del 
NCBI.  
En la figura 8 se observa la distribución por especies, de los resultados positivos obtenidos 
usando el algoritmo blastx. Se encontró un mayor número de resultados positivos con las 
secuencias de Oryza sativa (arroz), vitis vinifera (Uva), Zea Mays (Maiz), Populus 
trichocarpa y Arabidopsis thaliana con mas de 1000 resultados positivos cada una. 
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Figura 8. Distribución de las especies. 
 
Sin embargo, los mejores resultados de acuerdo al porcentaje de similaridad por especies se 
obtuvieron en Vitis vinifera, Oryza sativa (Arroz), Sorghum bicolor (Sorgo), Populus 
trichocarpa, Ricinus comunis (higuerilla), y Musa acuminata (Banano)(Figura 9). 
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Figura 9. Distribucion de las especies con los mejores resultados de similaridad. 
 
Los resultados del blastx que tuvieron homologia con alguna secuencia de proteína, fueron 
usados para el análisis contra la base de datos de Gene Ontology (GO). Los datos se 
analizaron en primer lugar por los procesos biológicos a los que estarían eventualmente 
asociados (Figura 10). Se observó que la mayoria de proteínas expresadas estan 
involucradas en los principales procesos de la celula tales como catabolismo, procesos de 
transporte, metabolismo de carbohidratos, produccion de precursores de metabolitos, 
energia y fotosíntesis. Igualmente, se identificaron algunas proteínas relacionadas con 
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procesos de respuestas a estimulos extracelulares, regulacion génica, muerte celular 
programada, metabolismo secundario y respuesta a estímulos bióticos. 
 
Figura 10. Distribución de secuencias por proceso biológico. 
 
El resultado de GO para funciones moleculares revelo una gran cantidad de genes 
relacionados con unión a proteínas y unión al RNA. También se identificó un grupo de 
secuencias relacionadas con actividad receptora, unión a ácidos nucleicos, actividad de 
factores de transcripción y actividad óxido-reductasa (Figura 11). 
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Figura 11. Distribución de secuencias por su función molecular. 
 
El análisis que se realizó con InterProScan, permitió establecer uno o más dominios para 
cada una de 924 proteínas putativas, mientras que no se identificó ningún dominio para 
613. El dominio mas frecuente fué para los registros con identificación Inter Pro (IPR) 
(Figura 12). En segundo lugar se identificaron 420 secuencias relacionadas con dominios 
PANTHER, el cual es una gran colección de familias de proteínas, que se han subdividido 
en subfamilias relacionadas funcionalmente. También se determinaron 382 regiones de baja 
complejidad (SEG), estos dominios son muy comunes en las proteínas y 312 secuencias 
con dominios SIGNALP (péptido señal).   
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Figura 12. Resultados InterProScan (IPS). 
 
Un total de 821 secuencias que no obtuvieron homología con la base de datos no 
redundante de proteínas del NCBI, fueron analizadas nuevamente usando la herramienta 
blastn, para buscar homología con la base de datos no redundante de nucleótidos del NCBI. 
Con este análisis se identificaron 345 secuencias. Las mismas 821 secuencias fueron 
también sometidas a búsqueda de marcos de lectura abierta (ORF), obteniéndose 590 
secuencias con al menos un ORF. 
5.1.3 Construcción de la base de datos de unigenes de especies del genero Musa.  
5.1.3.1 Agrupación de las secuencias. Todas las secuencias de Musa obtenidas de 
HarvEST se sumaron con las 1.536 secuencias ensambladas, para obtener un total de 
18.927 secuencias de especies del género Musa. El analisis de agrupamiento que se realizó 
usando el programa Cap3, arrojó 2249 contigs y 12.623 singlets, para un total de 14.872 
secuencias de unigenes con un grado mínimo de redundancia entre ellas. 318 fueron nuevas 
secuencias aportadas por nuestro análisis, provenientes de la libreria SSH de Calcutta 4. 
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5.1.3.2 Anotación funcional de todos los unigenes. De las 14872 secuencias de unigenes, 
11368 obtuvieron homología con alguna de las proteínas de la base de datos del NCBI. Un 
posterior análisis permitió identificar 4942 grupos de secuencias proteicas identificadas con 
el mismo nombre, pero cuya secuencia puede presentar variaciones, como pseudogenes, 
genes truncados y otros. 
Con los análisis por GO se lograron identificar 408 secuencias anotadas para componentes 
celulares, 1179 secuencias anotadas para funciones moleculares y 1408 secuencias para 
procesos celulares. También se determinaron 598 códigos de enzimas identificados en una 
o más secuencias. Los resultados del programa InterProScan, revelaron al menos un 
dominio o familia de proteínas para 8727 secuencias (Figura 13).  
5.1.3.3  Base de datos relacionada de los unigenes de las especies del género Musa. Se 
construyó una base de datos relacionada en MySQL de ESTs de Musa sp. Esta herramienta 
permite que los investigadores puedan hacer búsquedas mucho más específicas y por otro 
lado tener almacenada la información de cada una de las secuencias y relacionarla con 
resultados que se obtengan en el futuro en investigaciones que involucren secuencias 
nuevas o expresión de genes mediante microarreglos, qPCR o secuenciamiento de última 
generación.Esta base de datos permite realizar búsquedas de genes, los cuales se han 
identificado en Musa y que están relacionados con un proceso biológico, función molecular 
o componente celular especifico; así como buscar genes que tengan dominios específicos 
(por ejemplo, SignalP), o que estén involucrados en alguna ruta metabólica en particular. 
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Figura 13. Resultados de InterProScan (IPS) para la bases de datos de unigenes de Musa. 
 
5.2 Análisis del perfil de expresión de genes de Musa acuminata Var. Calcutta 4 
inducidos por la interacción con el hongo Mycosphaerella fijiensis. 
5.2.1  Inoculación de plantas de banano con Mycosphaerella fijiensis.  
El proceso de inoculación de las plantas ocurrió acorde a lo observado anteriormente para 
la variedad Calcutta 4. Partiendo de plantas totalmente sanas, se observaron unos pequeños 
puntos oscuros a las 72 horas después de la inoculación. Después de 144 horas de la 
inoculación se observaron las manchas necróticas características de esta variedad (Carlier et 
al., 2003) (Tabla 6). 
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0 horas 24 horas  72 horas 144 horas 
    
Tabla 6. Desarrollo de síntomas después de la inoculación de plantas de banano variedad Calcutta 
4, con M. fijiensis. 
En la Tabla 7 se muestran las bandas de RNA total separadas en gel de agarosa al 1%. 
Muestra      Tiempo RNA Concentración 
(ng/ul) 
A260/A280 
1 0 horas (Control) 
 
30.47 2.0 
2 24 horas post-inoculación 
 
21.49 2.1 
3 72 horas post-inoculación 
 
15.65 2.1 
4 144 horas post-inoculación 
 
26.21 2.1 
Tabla 7. Fotos de geles de agarosa al 1% mostrando los RNAs obtenidos en cada tiempo después 
de la inoculación. 
Los RNAs (100 ng de cada muestra), fueron amplificados utilizando Transplex Whole 
Transcriptome Amplification Kit (Sigma). En la tabla 8 se observan las concentraciones de 
cada población de cDNAs obtenidos de cada muestra. 
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Muestra Concentración (ng/μl) Cantidad en 13 μl (ng) 
1 373.43 4854.2 
2 242.70 3155.1 
3 236.93 3079 
4 237.55 3087.5 
Tabla 8. Concentración y cantidad de muestra amplificada 
Todas las muestras fueron evaluadas por NimbleGen en un equipo Agilent Bioanalyzer y el 
kit RNA 6000 Nano. La comparación de las huellas Bioanalyzer contra un patrón sirvió 
para verificar que todas las muestras cumplieron con los siguientes requisitos para 
aceptación: 1) Tamaño medio  ≥ 400 pb cuando se compara con el marcador de peso 
molecular. 2) Que sea similar a los ejemplos de buenos trazos de muestras de cDNA, tal y 
como  se muestra en la figura 14. Todas las muestras pasaron los requerimientos de calidad 
exigidos por Nimblegen. 
Figura 14. Ejemplo de los trazos sugeridos por Nimblegen para cDNAs  de organismos Eucariotas. 
 
5.2.2 Diseño del microarreglo. Las 14,872 secuencias que se depositaron en la base de 
datos de unigenes construida, fueron usadas para diseñar las sondas necesarias para el 
análisis por microarreglos. De estas, no se encontró una región con las condiciones ideales 
para sintetizar las sondas, para 43 secuencias, por lo que no se analizaron y 107 secuencias 
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adicionales, fueron denominadas como ejemplares, ya que eran representativas para más de 
una secuencia. 
5.2.3 Análisis de los datos del microarreglo. Una vez obtenidos los datos de la empresa 
Nimblegen, se realizaron las normalizaciones de las intensidades. Para esto se utilizaron los 
archivos de extensión xys,, los cuales contienen los resultados de las intensidades de cada 
sonda. Se realizó un diagrama de caja (“boxplot”) sobre estos archivos para explorar la 
distribución de las intensidades (Figura 15). A partir de este análisis se observó que la 
mayoría de valores fluctuaron entre 10,4 y 11,2 unidades de fluorescencia, sin diferencias 
estadísticamente significativas entre las diferentes réplicas. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Diagrama de caja de los datos crudos de intensidad de los 12 microarreglos.  
 
El análisis de RMA permitió corregir el ruido de fondo, normalizar y recalcular los valores 
de expresión. Estos análisis se realizaron contrastando cada uno de los tratamientos contra 
el control (0h vs 24h; 0h vs 72h; 0h vs 144h). A los archivos resultantes se le realizó 
nuevamente un diagrama de caja para explorar la distribución de las intensidades 
normalizadas, lo que permitió comparar los datos (figura 16). 
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Figura 16. Diagrama de Caja de los datos de intensidad de los 12 microarreglos después de haber 
sido normalizados usando el análisis RMA. 
Los candidatos para genes expresados diferencialmente se visualizaron mediante un 
diagrama de volcán (―Volcano plot‖), construido a partir de los datos de expresión 
estadísticamente significativos obtenidos por el programa Limma (Figura 17). El resultado 
del diagrama contrasta la razón Odds en el eje Y (que corresponde al cociente de dos 
razones: el numerador es la razón de la probabilidad de que un evento suceda y la 
probabilidad de que no suceda bajo ciertas condiciones y el denominador es la razón de la 
probabilidad de que dicho evento suceda y la probabilidad de que no suceda bajo las 
condiciones complementarias), y las veces de cambio del valor de expresión de los genes 
en el eje X (Carvalho, 2009). En el diagrama se observan genes altamente expresados y 
sub-expresados, respecto al control. 
 
 
 
 
73 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Diagrama de volcán para cada uno de los tratamientos.  Con la línea punteada de color 
azul se muestran los genes más sub-expresados y con la línea punteada de color rojo se muestran los 
genes más sobre-expresados.  
En la tabla 9 se muestra el resultados del uso de la función topTable() ajustada para FDR 
(“False-discovery rate”), esta función muestra los primeros 10 resultados de la tabla de 
resultados. ID corresponde a la identificación interna que teníamos para cada uno de los 
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genes, logFC corresponde al valor logarítmico del “fold change” (veces de cambio), 
AveExpr corresponde al promedio del logaritmo del nivel de expresión de ese gen en todos 
los arreglos y los canales en el experimento, t corresponde a los valores t-estadisticos 
moderados, p.value corresponde al valor P asociado a cada gen, adj.P.Val corresponde al 
valor de P ajustado para pruebas múltiples. Limma utiliza por defecto la prueba de ajuste 
"BH", que es el método Benjamini y Hochberg para controlar la tasa de falsos 
descubrimientos (FDR) (Benjamini & Hochberg, 1995). Los valores ajustados se llaman a 
menudo los valores de q, si la intención es controlar o estimar la tasa de falsos 
descubrimientos. El significado de la "BH" q-valores es la siguiente: Si todos los genes con 
q-valor por debajo de un umbral, por ejemplo 0,05, se seleccionan como diferencialmente 
expresados, entonces la proporción esperada de falsos descubrimientos en el grupo 
seleccionado, se controla para ser menor que el valor de umbral, en este caso el 5%.  B 
corresponde al valor del B-estadistico (lods o B) y es la probabilidad de que el gen se 
exprese diferencialmente. 
 
Tabla 9. Resultado del topTable después de realizar los análisis de expresión diferencial. La tabla 
esta ordenada por el valor B-estadistico. 
Se realizó una gráfica de dispersión de los valores de expresión. Esta grafica permite 
determinar la linealidad de los resultados, y permite observar los genes expresados 
diferencialmente (Figura 18).  En esta grafica se puede observar una mayor cantidad de 
genes expresados diferencialmente a 72 hpi que a 24 y 144 hpi. 
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Figura 18. Gráfico de dispersión del nivel de expresión a través de los tiempos evaluados. Los 
puntos por encima y debajo de la línea verde corresponden a los genes expresados diferencialmente. 
Puntos entre las líneas verdes, corresponden a genes cuya expresión no varía en el experimento.   
 
El script de Perl permitió identificar los genes expresados diferencialmente (logFC  >=1 o 
logFC <=-1) con un valor P < 0.05, en todos los tiempos evaluados. Para el tiempo 24 
horas después de la inoculación, se determinaron 1173 genes expresados diferencialmente, 
de los cuales 328 genes están siendo sobre-expresados y 791 genes están siendo sub-
expresados; para 72 hpi se identificaron 1854 genes expresados diferencialmente, de los 
cuales 797 genes están siendo sobre-expresados y 1057 genes están siendo sub-expresados, 
y para las 144 horas se encontraron 1124 genes expresados diferencialmente, de los cuales 
309 genes están siendo sobre-expresados y 815 genes están siendo sub-expresados.  
En la figura 19 se representan la asociación de los genes por cada una de los 3 tiempos 
post-inoculación analizados. Se identificaron 467, 1104, y 580 genes que solo estaban 
expresados diferencialmente a 24, 72 y 144 hpi respectivamente. 329 genes que están 
siendo expresados diferencialmente entre 24 y 72 hpi, 123 genes que están siendo 
expresados diferencialmente entre 24 y 144 hpi, y 167 genes que están siendo expresados 
diferencialmente entre 72 y 144 hpi. Finalmente, 254 genes están siendo expresados 
diferencialmente en los 3 tiempos evaluados. 
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Figura 19. Diagrama de Venn que muestra los genes expresados diferencialmente a cada hora post-
inoculación y sus relaciones. 
Para realizar un primer análisis de los perfiles de expresión, se realizó un agrupamiento 
jerárquico, teniendo como parámetros la distancia métrica Euclidiana y un método de linaje 
promedio. Debido al alto volumen de datos y para facilidad de visualización de los genes 
más altamente expresados, se estableció el parámetro arbitrario de agrupar los 453 genes 
que en una escala logarítmica resultaron expresados más de 2 veces para cada uno de los 
tiempos de los tratamientos con respecto al tiempo control. En la gráfica de agrupamiento 
se identificaron numerosos perfiles de genes sobre-expresados y sub-expresados, durante 
los diferentes tiempos de infección (ver anexo 3). 
El análisis de k-medias también se realizó a partir del mismo conjunto de genes, se 
realizaron varios análisis desde k=5 hasta K=20. Se determinó que con k=7 se logra agrupar 
los genes de acuerdo a las etapas de infección del hongo (Figura 20). Estos 7 agrupamientos 
resumen los principales perfiles de los genes más altamente expresados con respecto al 
tiempo control (0 horas).  
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Figura 20. Agrupamiento K-medias. Perfiles de expresión 1 al 7 determinados en los genes 
diferencialmente expresados en la Variedad Calcutta 4, para los tiempos evaluados. La línea roja 
indica la tendencia del grupo de genes. 
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El clúster número 1 muestra una tendencia de los genes por aumentar progresivamente su 
expresión durante las primeras 72 horas después de la inoculación. Estos tiempos 
corresponden a las fases de penetración y colonización intercelular de la planta por el 
hongo. Las primeras 72 horas después de la inoculación corresponden a la fase biotrófica 
de la interacción. En este clúster se encuentra un gen de respuesta de resistencia a la 
enfermedad (En inglés disease resistance-responsive gene). El Clúster número 2 muestra 
una tendencia a disminuir a 24 horas pero aumentar a 72 y 144 horas después de la 
inoculación. En este clúster se agrupan 3 genes de Xiloglucano endotransglicosilasa y un 
gen que codifica para una proteína similar a una lectina. En el clúster número 3 se agrupan 
genes con una tendencia a sub-expresarse a 24 horas a aumentar a 72 horas y luego 
disminuir su expresión a 144 horas después de la inoculación. En este clúster se encuentran 
genes que codifican para las proteínas tales como chalcona-flavona isomerasa, proteína rica 
en prolina, NAD-malato deshidrogenasa, y una proteína quinasa que interactúa con CBL 
(por el inglés Calcineurin B-like proteins). El clúster 4 muestra genes con una tendencia a 
aumentar su expresión durante las primeras 24 horas, luego disminuir su expresión a 72 
horas y aumentar nuevamente a 144 horas después de la inoculación. En la variedad 
Calcutta 4 se observan manchas necróticas en esta etapa de la interacción. En este clúster se 
agrupan genes como el PR-1 (por el inglés Pathogenesis related 1), peroxidasa 21, gen de 
resistencia a enfermedad similar a cf2-cf5, varios genes que codifican proteínas putativas de 
choque térmico (heat shock protein) y un gen de una familia de proteínas de respuesta de 
resistencia a enfermedades. En el clúster número 5 se agrupan genes con tendencia a estar 
sub-expresados a lo largo de los tiempos analizados. En este clúster se encuentran genes 
que codifican para proteínas tales como la proteína abundante durante la embriogénesis 
tardía, el gen asociado a la senescencia 21, proteína bzip, proteína JAZ (Por sus siglas en 
ingles “jasmonate zim‐domain proteins”), un activador transcripcional de respuesta al 
etileno, factores de crecimiento y algunas MAP quinasas. En el clúster 6 se muestran genes 
con una tendencia a tener una alta sobre-expresión a 72 horas y unos picos más bajos a 24 y 
144 horas después de la inoculación, correspondientes a la etapa intermedia entre la fase 
biotrófica y la necrosis de las células. En el clúster 7, se encuentran genes que son 
expresados durante 24 y 72 horas, pero que aumentan su expresión a 144 horas después de 
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la inoculación. En este clúster se agrupan genes tales como nac 1, una MAP quinasa, 4-
cumarato ligasa, catalasa, y un inhibidor de tripsina. 
5.3 Integración de datos de expresión y sus anotaciones funcionales.   
Para este análisis se partió de los genes expresados diferencialmente en cada uno de los 
tiempos. Se identificaron un total de 1173, 1854, y 1124 genes expresados diferencialmente 
durante los tiempos: 24 hpi, 72 hpi y 144 hpi, respectivamente. 
5.3.1 Integración de datos mediante Gene Ontology.  Estos análisis se realizaron 
separando los genes inducidos de los genes reprimidos. En la figura 21 y 22, se muestran 
los procesos biológicos de los genes inducidos y reprimidos durante cada hora post-
inoculación, respectivamente. Este análisis permite identificar que procesos están siendo 
priorizados por la planta en cada tiempo evaluado. Se observó que durante los tres tiempos, 
el proceso de respuesta a estrés presentó una alta inducción de genes. Después de la 
inoculación se observa como un grupo de genes, reportados como de respuesta a estrés 
abiótico y biótico, presentan una inducción hasta 144 hpi, siendo a este tiempo, el proceso 
de respuestas a estrés abiótico el segundo proceso con más genes expresados después de la 
respuesta a estrés. En los procesos en los cuales se identificaron genes reprimidos, la 
respuesta a estrés ocupó posiciones intermedias. Otros procesos como el metabolismo 
secundario, mantuvieron una cantidad de genes constante durante los tres tiempos post-
inoculación. El grupo de genes relacionado con transducción de señales presentó una 
cinética distinta, con un aumento de la cantidad de genes inducidos a 72 hpi y posterior 
represión a 144 hpi.  
En la figura 23 se muestran las funciones moleculares de los genes inducidos y reprimidos 
en cada tiempo post-inoculación. En los tres tiempos tanto para genes inducidos como 
reprimidos las funciones de unión a proteínas y unión a nucleótidos son las que tienen la 
mayor cantidad de genes identificados, con excepción del tiempo 72 hpi, donde no se 
encontró ningún gen para unión a proteínas reprimido. Un grupo de genes con actividad 
hidrolasa mostró represión a 144 hpi.   
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Figura 21. Resultados de los procesos biológicos de los genes inducidos diferencialmente de la planta. Los valores hacen referencia al 
número de genes involucrados en cada proceso.  
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Figura 22. Resultados de los procesos biológicos de los genes reprimidos diferencialmente de la planta. Los valores hacen referencia al 
número de genes involucrados en cada proceso.  
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Figura 23. Resultados de las funciones moleculares de los genes expresados diferencialmente en la planta. Los valores hacen referencia al 
número de genes involucrados en cada proceso. 
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5.3.2 Integración de datos mediante Rutas metabólicas (KEGGs). Se realizó un análisis 
de los perfiles de expresión de los genes involucrados en las principales rutas metabólicas y 
de defensa reportadas. Para este trabajo se utilizó la base de datos de rutas metabólicas 
KEGGs, utilizando como organismo clave las rutas metabólicas de Arabidopsis thaliana 
principalmente por ser modelo de estudio para plantas y tener la más amplia información 
disponible en la WEB. 
 
Metabolismo primario.   
Se identificaron 170 genes relacionados con las rutas bioquímicas del metabolismo 
primario, expresados diferencialmente. De este grupo de genes, 31 se relacionaron con las 
rutas de glucolisis, piruvato, pentosas fosfato y ciclo del ácido cítrico. Estos 31 genes se 
distribuyeron en dos perfiles de expresión (figura 24). En el perfil 1 se agruparon los genes 
sobre-expresados, se identificaron genes principalmente relacionados con glucolisis como 
fosfoglucomutasa, Acetil-CoA sintetasa y aldehído deshidrogenasa; genes relacionados con 
el ciclo de los ácidos tricarboxílicos como malato deshidrogenasa, acetil-CoA C-
acetiltranferasa, y 2-oxoglutarato deshidrogenasa; también se identificaron genes de la ruta 
de las pentosas fosfato como transcetolasa, y frutosa-1,6-bisfosfatasa I. En el perfil 2 se 
agruparon los genes sub-expresados, allí se identificaron genes como la sub-unidad beta del 
componente E1, de la enzima piruvato deshidrogenasa, la fructosa-bisfosfatoaldolasa, clase 
I, y aldehído deshidrogenasa familia 7 miembro A1, los cuales participan en glucólisis y en 
la síntesis de las pentosas fosfato y la piruvato deshidrogenasa subunidad E1 y E2, las 
cuales participan en la ruta del piruvato. 
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Figura 24. Genes diferencialmente expresados del metabolismo primario. Perfil 1 genes sobre-
expresados; perfil 2 genes sub-expresados. 
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Metabolismo secundario. 
Se encontraron 62 genes involucrados en las principales rutas de biosíntesis de metabolitos 
secundarios. A estos genes se les realizó un análisis de k-medias con k=4, usando el 
programa Expression profiler (EBI), con el parámetro medida de correlación basada en la 
distancia. Este análisis es importante para identificar cuales genes son inducidos durante las 
diferentes etapas de desarrollo de la enfermedad. Los 4 perfiles seleccionados fueron los 
que agruparon mejor los genes de acuerdo a las diferentes etapas de la interacción, a través 
del tiempo. Los perfiles 1 y 2 (Figura 25 y 26), muestran los genes sub-expresados, 
mientras que los perfiles 3 y 4 (figura 27 y 28), muestran los genes sobre-expresados. 
Figura 25. Perfil 1. Genes expresados diferencialmente involucrados en las rutas de metabolismo 
secundario. 
 
Los genes agrupados en el perfil 1 presentaron una disminución progresiva de los niveles 
de expresión hasta las 72 horas. En este perfil se encontraron genes como el que codifica 
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para la enzima amino oxidasa primaria, la cual actúa en la ruta del metabolismo de la 
fenilalanina (anexo 4) convirtiendo fenil-etilamina en fenil-acetaldehido, también actúa en 
la ruta de biosíntesis de los alcaloides isoquinolina, tropano, piperidina y piridina. Otra 
enzima importante es la shikimato quinasa [EC:2.7.1.71], que interviene en la ruta de 
biosíntesis de fenilalanina, tirosina y triptófano, fosforilando el shikimato y produciendo 3-
fosfoshiquimato. El gen que codifica la enzima zeaxantina epoxidasa [EC:1.14.13.90], 
presentó una disminución durante las 72 hpi, la cual continuó a las 144 horas; esta enzima 
tiene la función de convertir la zeaxantina en anteraxantina y posteriormente en 
violaxantina. 
El perfil 2 se caracterizó por mostrar disminución de la expresión de los genes hacia las 24 
hpi y luego incremento de los niveles de expresión a las 72 hpi. 
 
Figura 26. Perfil 2. Genes expresados diferencialmente involucrados en las rutas del metabolismo 
secundario. 
 
En el perfil 3 se agruparon los genes que mostraron sobre-expresión a las 24 y a las 72 
horas seguidas por una tendencia a caer a las 144 horas. Estos genes son inducidos durante 
la fase biotrófica de la enfermedad. En este perfil se pueden resaltar genes como el que 
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codifica la enzima tropino dehidrogenasa [EC:1.1.1.206], involucrado en la ruta de 
biosíntesis de los alcaloides tropano, piperidina and piridina ; 7-dehidrocolesterol reductasa 
[EC:1.3.1.21], involucrada en la biosíntesis de esteroides; flavonol sintetasa 
[EC:1.14.11.23] y chalcona isomerasa [EC:5.5.1.6], involucradas en la biosíntesis de 
flavonoides. 
 
Figura 27.  Perfil 3. Genes expresados diferencialmente involucrados en las rutas de metabolismo 
secundario. 
 
En el perfil 4 se agruparon los genes que presentaron una tendencia a estar sobre-
expresados a las 24 horas, disminuyeron la expresión a las 72 horas e incrementaron 
nuevamente el nivel de expresión a las 144 horas. En este perfil se encontraron genes como 
el gen que codifica para la enzima fenilalanina amonio-liasa [EC:4.3.1.24], cafeoil-CoA O-
metiltransferasa [EC:2.1.1.104] y peroxidasa [EC:1.11.1.7]; las cuales han sido reportadas 
en las rutas de biosíntesis de fenilalanina y fenilpropanoides (anexo 5). También resalta la 
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presencia de chalcona sintetasa [EC:2.3.1.74] y cafeoil-CoA O-metiltransferasa 
[EC:2.1.1.104], enzimas de la ruta de biosíntesis de flavonoides (anexo 6) y flavonol 3-O-
metiltransferasa [EC:2.1.1.76], en la ruta de biosíntesis de flavona y flavonol. 
 
Figura 28.  Perfil 4. Genes expresados diferencialmente involucrados en las rutas de metabolismo 
secundario. 
 
Transducción de Señales hormonales en plantas. 
Se identificaron 42 genes expresados diferencialmente, involucrados en las principales 
rutas de transducción de señales hormonales en plantas. Estos genes se agruparon según la 
ruta en la cual participan. En el anexo 7 se muestran los esquemas generales de estas rutas.  
Auxinas. En la figura 29 se pueden observar los perfiles de expresión de los genes 
inducidos involucrados en la ruta de auxinas. Se identificaron genes que codifican para la 
proteína de respuesta del inhibidor al transporte (TIR1), los factores de respuesta a auxinas 
1 y 9 y un gen de la familia de proteínas sensible a auxina aux iaa. 
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Los genes reprimidos involucrados en la transducción de señales de auxinas se muestran en 
la figura 30. En este grupo de genes se encontraron genes que codifican para una proteína 
de transporte de afluencia de auxinas (Familia AUX1 LAX) y un factor de respuesta a 
auxinas, entre otros. 
 
Figura 29. Genes inducidos involucrados en las rutas de transducción de señales hormonales de 
Auxinas. 
 
 
 
Figura 30. Genes reprimidos involucrados en las rutas de transducción de señales hormonales de 
Auxinas. 
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Jasmonato. En la ruta de transducción de señales del ácido jasmónico se identificaron 
genes inducidos que codifican para la proteína insensible-a-coronatina 1 (COI1) y el factor 
de transcripción MYC2, los cuales se sobre-expresaron a 72 hpi (figura 31). Estos genes se 
sobre-expresaron principalmente durante la fase biotrófica de la enfermedad. 
 
 
Figura 31. Genes inducidos involucrados en las rutas de transducción de señales hormonales del 
ácido jasmónico. 
 
También fueron identificados algunos genes de  la ruta del ácido jasmónico reprimidos, 
como el gen que codifica para la proteína que contiene un dominio ZIM de jasmonato, sub-
expresado a 24 hpi (Figura 32).  
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Figura 32. Genes inducidos involucrados en las rutas de transducción de señales hormonales del 
ácido jasmónico. 
 
Ácido abscisico. En la ruta de transducción de señales del ácido abscisico se identificaron 6 
genes diferencialmente expresados divididos en 2 perfiles, un perfil para genes inducidos 
(figura 33) y otro para genes reprimidos (figura 34). Entre los genes inducidos se 
identificaron genes como el receptor de ácido abscisico PYR/PYL, el cual mostró sobre-
expresión a las 24 horas y luego sub-expresión y dos factores de transcripción con sobre-
expresión a 72 hpi. Entre los genes reprimidos se identificó un inductor del ABA, el cual se 
sub-expresado en todos los tiempos post-inoculación.  
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Figura 33. Genes inducidos involucrados en las rutas de transducción de señales hormonales del 
ácido abscisico. 
 
 
Figura 34. Genes reprimidos involucrados en las rutas de transducción de señales hormonales del 
ácido abscisico. 
 
Otras hormonas. Para las demás rutas de transducción de señales de las demás hormonas 
solo se identificaron entre 2 y 4 genes por lo tanto se agruparon en un perfil para inducidos 
(figura 35, perfil A) y un perfil para reprimidos (figura 35, perfil B). En la ruta del etileno y 
de las Giberelinas, se identificaron 3 genes sobre-expresados y 1 gen sub-expresado. En la 
ruta del etileno se encontró sobre-expresión de los genes que codifican para la proteína 
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quinasa quinasa activada por mitógeno (SIMKK) [EC:2.7.12.2] y un factor de transcripción 
de respuesta al etileno (figura 36, A). Para la ruta de las giberelinas, se identificaron los 
genes  F-box GID2 y el receptor de giberelinas gid1l2 (figura 36, A). 
 
 
 
Figura 35. Genes expresados diferencialmente involucrados en las rutas de transducción de 
señalización de las hormonas giberelinas, etileno, citoquininas, brasinoesteroides, ácido salicílico. 
En el perfil A se muestran los genes inducidos, en el perfil B se muestran los genes reprimidos. 
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En la ruta de las citoquininas tan solo se determinaron 3 genes, el gen con dos 
componentes reguladores de respuesta ARR-A, el cual se encontró sobre-expresado a 24 
hpi, y los genes histidina quinasa de Arabidopsis 2/3/4 (receptor citoquinina), sub-
expresado a 24 y 144 hpi, y el gen que codifica para la enzima fosfotransferasa, sub-
expresado a 144 hpi. En la ruta de los brasinoesteroides se identificaron dos genes sobre-
expresados, el gen esterol delta-7-reductasa que participa en el proceso de biosíntesis de 
brasinoesteroides y el gen precursor de transtiretina  que participa en la vía de señalización 
mediada con brasinoesteroides. En la ruta del ácido salicílico se identificó el gen que 
codifica para la proteína PR-1 sobre-expresado a 24 hpi y el gen que codifica para una 
proteína de unión de 25 kDa, implicada en la regulación de los procesos metabólicos del 
ácido salicílico, esta sub-expresado a 24 hpi. 
 
 
Interacción planta patógeno. 
Se encontró variación significativa en los niveles de expresión de 31 genes putativamente 
implicados directamente, en la respuesta de defensa de las plantas ante el ataque de 
patógenos. Se agruparon en 3 perfiles diferentes usando el programa Expression profiler 
(EBI), con la medida de correlación basada en la distancia euclidiana como parámetro de 
agrupamiento. 
El perfil 1 agrupa los genes sobre-expresados a las 24 horas, con disminución en la 
expresión a las 72 horas y en la mayoría de los casos aumento de la expresión a las 144 
horas. Este perfil corresponde a inducción durante la fase biotrófica e inducción 
nuevamente durante la transición a la fase necrotrófica de la interacción. Se resalta la 
presencia de genes de resistencia como los similares a Cf2 y Cf5, de tomate, el gen que 
codifica la proteína PR (pathogenesis-related) clase 1, el gen PR10 y el factor de 
transcripción wrky-45 (figura 36). 
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Figura 36. Perfil de expresión 1 de genes expresados diferencialmente involucrados en la 
interacción planta-patógeno. 
 
El perfil de expresión 2, agrupa genes con tendencia a estar sobre-expresados a las 72 horas 
con una fuerte tendencia a caer en su expresión a las 144 horas, correspondiente con la 
finalización de la fase biotrófica de la interacción. En este perfil se resaltan genes que 
también están relacionados con la señalización de hormonas, como el factor de 
transcripción MYC2 y el gen insensible-a-coronatina 1 (COI1). También se resaltan genes 
que codifican para la proteína VAMPsec22 de reparación de membranas y el péptido pop3 
(Figura 37). 
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Figura 37. Perfil de expresión 2 de genes expresados diferencialmente involucrados en la 
interacción planta-patógeno. 
 
El perfil de expresión 3 agrupa los genes que están sub-expresados en todos los tiempos. Se 
resalta la sub-expresión de dos genes de calmodulina y el factor de transcripción wrky33 
(figura 38).   
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Figura 38. Perfil de expresión 3 de genes expresados diferencialmente involucrados en la 
interacción planta-patógeno. 
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6. DISCUSIÓN 
6.1 Identificación y análisis de secuencias EST para construir una base de datos de 
unigenes de algunas especies del género Musa. 
Con la llegada de nuevas técnicas de secuenciamiento a gran escala se empiezan a procesar 
gran cantidad de muestras de transcriptomas, y se incrementa la producción de información 
disponible de secuencias de varios tipos que han acelerado la investigación en diversos 
campos, entre ellos la interacción planta-patógeno (Diatchenko et al., 1996; Ji  et al., 2002; 
Denis et al., 2004; Ueno, et al., 2010). Para aprovechar al máximo la creciente cantidad de 
datos se deben desarrollar programas computacionales eficientes, para cada tipo de 
aplicación, ya que todavía no existe claridad sobre cual programa usar para el análisis 
particular de un grupo de datos de transcriptomas (Kumar y Blaster, 2010). En el año 2010, 
Kumar y Blaxter publicaron un trabajo en el cual comparan ensambladores de novo para 
datos de transcriptomas obtenidos por la tecnología de Roche 454, llegando a la conclusión 
de que los ensambles de transcriptoma son muchos más pequeños que los de genomas y 
mucho más factibles de realizar computacionalmente. Sin embargo resaltan que a menudo 
suelen ser más difíciles porque los contigs individuales pueden tener coberturas de lecturas 
muy variables. La comparación entre los ensambladores CAP3, MIRA3, Newbler, SeqMan 
y CLC determinó en dicho trabajo que el mejor resultado se obtuvo con Newbler 2.5, para 
el grupo de datos analizados. Por último, recomiendan repetir esta estrategia de análisis 
para certificar el producto final de los datos. En este trabajo se usaron cuatro ensambladores 
con los parámetros recomendados por Kumar y Baxter (2010). Los resultados permitieron 
identificar un número total de 1536 secuencias no repetidas. Las secuencias obtenidas con 
Newbler 2.5, con CAP3 y Geneious, estuvieron incluidas en el grupo de secuencias 
ensambladas con Mira3, por lo que se usaron las secuencias obtenidas con Mira3 para 
alimentar la base de datos. 
Uno de los resultados más importantes de esta primera parte es lograr tener un grupo de 
1536 secuencias expresadas diferencialmente en Musa acuminata var. Calcutta 4, durante 
la infección con M. fijiensis. Para la mayoría de estas secuencias, se logró una anotación 
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estructural y funcional. Luego de la agrupación con las secuencias ESTs provenientes del 
banco de datos de unigenes HarvEST, se identificaron 318 secuencias que no habían sido 
reportadas para Musa acuminata. Este resultado sugiere que una sola técnica no es 
suficiente para identificar todas las posibles secuencias involucradas en un proceso 
fisiológico y que es deseable combinar diferentes métodos para obtener la mayor 
información posible y enriquecer las bases de datos, para diseñar los microarreglos u otro 
tipo de análisis de transcriptomas.  
La base de datos de unigenes que fue creada en este trabajó  permitió tener un gran número 
de genes que habían sido identificados como expresados en diferentes trabajos alrededor 
del mundo. Esta base de datos tiene la ventaja que a diferencia de la base de datos de 
HarvEST, se pueden realizar búsquedas de las secuencias por sus términos Gene Ontology, 
por el nombre de la proteína, por dominios Inter Pro o por los códigos de enzimas, esto 
permitió en este análisis de microarreglos y en futuros análisis de expresión de genes 
identificar funcionalmente, genes expresados diferencialmente.    
 
6.2 Análisis del perfil de expresión de genes de Musa acuminata Var. Calcutta 4 
durante la interacción con M. fijiensis. 
La interacción de las plantas con los microorganismos es un fenómeno complejo, el cual 
involucra un número alto de moléculas que señalizan el reconocimiento del 
microorganismo y la respuesta que induce en las células de la planta. El análisis de 
transcriptomas, ha permitido avanzar en el entendimiento de este sistema de comunicación 
en forma acelerada, en plantas modelo como Arabidopsis thaliana. Sin embargo para la 
mayoría de plantas cultivadas todavía no se conocen completamente, los mecanismos 
fisiológicos de respuesta a estrés biótico. Identificar los perfiles de expresión de los genes 
durante la infección de una planta por un microorganismo es uno de los parámetros 
utilizados para seleccionar genes candidatos para posteriores análisis funcionales (Whisson 
et al., 2007). La utilidad de la cuantificación de los niveles de expresión de cada gen, en 
cada tiempo después de la inoculación, radica en poder identificar cuáles genes podrían 
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potencialmente tener un papel importante en cada fase del ciclo de la enfermedad. Usando 
este tipo de análisis se han podido identificar, clonar y caracterizar numerosos genes de 
avirulencia y virulencia de patógenos y genes de resistencia de las plantas (Gilroy et al., 
2011; Lokossou et al., 2009; Whisson et al., 2007;).Correo de juan 
Hasta el momento, los trabajos reportados en Musa sp., sobre expresión de genes, han sido 
encaminados a estudiar aspectos fisiológicos de la maduración de la fruta, efectos de estrés 
climático (Davey et al., 2009) y respuestas de defensa de la planta contra el ataque del 
hongo vascular Fusarium oxysporum f. sp. cubense, raza 4 subtropical (Van den Berg,  
2006; Lim, 2006). En este trabajo se reporta por primera vez un análisis de la expresión de 
los genes de la planta, durante la interacción entre Musa acuminata var. Calcuta 4 y el 
hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, utilizando microarreglos de alta densidad. 
6.2.1 Integración de los genes expresados diferencialmente mediante Gene Ontology. 
La disponibilidad de técnicas de alto rendimiento permite a los investigadores monitorear 
los cambios y la regulación del transcriptoma bajo ciertas condiciones. Tales experimentos 
normalmente generan enormes conjuntos de datos de valores de expresión de genes. La 
comunidad bioinformática ha desarrollado múltiples herramientas de enriquecimiento de 
estos datos que se desean comparar y resumir (Huang et al. 2009). La mayoría de estas 
herramientas emplean Gene Ontology (GO) (Ashburner et  al. 2000) como el recurso de 
anotación, esta herramienta permitió identificar en la variedad de banano Calcutta 4 en 
respuesta a la invasión por M. fijiensis, genes inducidos que codifican proteínas de las rutas 
de respuesta a estrés, respuesta a estrés biótico y abiótico, con un aumento progresivo en el 
tiempo. En la mayoría de patosistemas estudiados se han encontrado resultados similares, 
sugiriendo que la respuesta a la invasión de banano por M. fijiensis, está determinada por la 
remodelación del transcriptoma, afectando la expresión de un gran número de genes, los 
cuales codifican proteínas involucradas en numerosas rutas metabólicas del metabolismo 
primario y secundario (Bolton 2009). 
 
6.2.2 Metabolismo primario. Cuando las plantas no se encuentran bajo estímulos de estrés 
biótico, fijan CO2 y sintetizan esqueletos carbonados a través de la fotosíntesis, los cuales 
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son la materia prima para la síntesis de azúcares, utilizados para suplir la energía esencial 
para todo el metabolismo de la planta y pueden generar un exceso de azucares, el cual es 
almacenado como reserva de energía para futuros usos. Por el contrario, bajo condiciones 
de estrés biótico, la planta debe movilizar las reservas de energía para responder a la 
invasión por los microorganismos. La expresión de los genes relacionados con el 
metabolismo primario de las plantas, durante la interacción con los microorganismos, no ha 
recibido tanta atención como los genes que codifican proteínas directamente involucradas 
con mecanismos de defensa. Bolton, (2009) resalta que los estudios para correlacionar el 
metabolismo primario con las respuestas de defensa de las plantas están en su infancia y 
aún queda mucho por analizar al respecto. Las plantas poseen dos grupos de mecanismos 
de defensa, las defensas preformadas y las defensas inducidas (Agrios, 2005). Una vez el 
patógeno inicia el contacto con la planta y es reconocido por esta, se activan mecanismos 
de respuesta, las cuales inducen la reprogramación de la transcripción de genes en el núcleo 
de la célula. La activación de las respuestas de defensa, implica un aumento en la demanda 
energética de las regiones de infección, los esqueletos carbonados son requeridos para la 
síntesis de nuevas moléculas y un suplemento de energía es requerido como combustible de 
biosíntesis (Bolton, 2009). Adicionalmente, la planta sintetiza compuestos de defensa de 
bajo peso molecular como fenoles, flavones, cumarinas, compuestos insecticidas como 
glucosinolatos y glicosidos; también se producen una baja cantidad de proteínas PR que 
juegan un papel importante en la interacciones planta- patógeno por definición, aunque 
problemática, las PR son aquellas que son inducidas solamente después de infección por el 
patógeno (Abu-nada, et al., 2007). 
 
Rodríguez-Gaviria y Cayón (2008), estudiaron la fisiología de la interacción de plantas de 
banano con el hongo M. fijiensis. En este estudio encontraron que se alteró el metabolismo 
de carbohidratos, reflejado en la disminución de almidón y azúcares reductores y no 
reductores. Resultados similares fueron reportados durante la infección de cereales por el 
hongo M. graminícola (Rohel et al., 2001). Kema et al. (1996), señalaron que los 
cloroplastos contienen gránulos de almidón, que parecen ser liberados durante la infección 
de banano por M. fijiensis, posiblemente para la nutrición del patógeno. Los resultados 
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reportados son coherentes con las variaciones de la expresión de genes observadas en este 
trabajo. Los azúcares son precursores de muchas rutas metabólicas y son los bloques para 
construir la pared celular, y participar en la post-modificación de proteínas y ácidos grasos. 
Además, ellos son importantes en la producción de materiales estructurales de defensa 
(Abu-nada, et al., 2007). 
 
Las rutas de sacarosa y el almidón, están relacionadas con la ruta de la glucólisis, de la cual 
se obtienen moléculas de ATP. Durante la interacción banano-M. fijiensis, se encontraron 
sobre-expresadas enzimas claves como la almidón fosforilasa [EC:2.4.1.1], la beta-
fructofuranosidasa [EC:3.2.1.26], y la fosfoglucomutasa [EC:5.4.2.2]. Estas dos últimas, 
relacionadas con la conversión de sacarosa-6P a D-glucosa-6P y posterior transformación 
de D-glucosa-6P a D-glucosa-1P, dichas enzimas tienen un pico de sobre-expresión a 24 
horas, sin embargo, son sub-expresadas a 72 horas y 144 horas. Y la planta aumenta la 
preferencia por sobre-expresar a 72 horas la enzima almidón fosforilasa, de cuya acción se 
genera D-glucosa-1P, metabolito que tiene conexión directa con la ruta de glucolisis. La 
ruta de glucolisis, presenta sobre-expresadas durante 24 y 72 horas, la mayoría de enzimas 
para convertir D-Glucosa-6P en Glicerato-2P que conecta con la ruta del piruvato.  La ruta 
del piruvato también presenta sobre-expresadas las enzimas para transformar el piruvato 
hasta Acetil-CoA. De igual forma, la ruta de ácido tricarboxílico presenta sobre-expresadas 
las principales enzimas para su funcionamiento.  
 
Un aspecto menos estudiado es la demanda de energía por parte del hongo, algunos 
patógenos manipulan el metabolismo de la planta para obtener los azucares que necesitan 
para su metabolismo. En algunos patosistemas se ha reportado la actividad de la proteína 
invertasa asociada a la pared celular, esta proteína es sobre-expresada por algunas plantas 
susceptibles después de la infección, lo que genera hexosas que el patógeno aprovecha  
para la producción de energía (Bolton, 2009). En Calcutta 4 esta enzima está siendo sub-
expresada a 72 y 144 hpi durante la interacción con M. fijiensis. Con este resultado se 
podría generar la hipótesis de un posible mecanismo de defensa que impediría la 
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disponibilidad de azucares para el patógeno. Para demostrarlo es necesario realizar estudios 
funcionales con este gen. 
 
Estudios realizados con mutantes de Arabidopsis que tienen producción constitutiva de 
ácido salicílico o expresión de genes de defensa, tienen una disminución en la eficacia 
biológica relevante a procesos tales como el crecimiento y reproducción (Heil y Baldwin, 
2002). En banano no se conoce el efecto del gasto de energía durante la interacción con 
patógenos, sobre la eficacia biológica de la planta. Si el metabolismo primario es 
reconfigurado, para soportar el incremento en la demanda de energía y de esqueletos 
carbonados en respuesta a la interacción con el microorganismo, se podría disminuir la 
síntesis de reservas en forma de carbohidratos. Este aspecto es relevante para los cultivos, 
ya que influye directamente sobre la producción neta de fruta y se debe considerar para el 
fitomejoramiento hacia la enfermedad. 
  
El perfil de expresión de estos y otros genes que codifican enzimas, sugiere que la 
interacción estudiada, es demandante de energía por parte de la planta, lo que se ha 
reportado en numerosos trabajos sobre otros patosistemas (Bolton, 2009). La activación de 
la transcripción de los genes puede darse como mecanismo de respuesta de la planta, o 
como producto de la manipulación del metabolismo de la planta por las proteínas efectoras 
del patógeno (Gilroy et al., 2011). Para entender todos estos aspectos, es necesario realizar 
estudios funcionales, para determinar los mecanismos, de los productos codificados por los 
genes de la planta y el patógeno. 
 
6.2.3 Expresión de genes relacionados con la inmunidad activada por MAMPs y 
DAMPs. La primera línea de defensa de las plantas esta mediada por la activación de 
genes, en respuesta al reconocimiento de patrones moleculares conservados del patógeno o 
del daño en las propias células. Estos patrones (MAMPs y DAMPs) son reconocidos por 
receptores de membrana (PRRs), los cuales activan la transducción de señales al núcleo de 
la célula vegetal, en donde se activa la transcripción de numerosos genes de respuesta. 
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6.2.3.1 Genes relacionados con la síntesis de fitoalexinas y ligninas 
Una de las mejores y más estudiadas respuestas de defensa de las plantas a la infección, es 
la acumulación inducida de compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular, conocidos 
como fitoalexinas. Las fitoalexinas, son moléculas químicamente diversas e incluyen 
derivados de compuestos fenilpropanoides, flavonoides, isoflavonoides, sesquiterpenos y 
poliquetidos. Muchas fitoalexinas son biosintetizadas a partir de moléculas precursoras de 
la ruta del shikimato (Hammerschmidt 1999). 
 
La ruta del shikimato es la entrada al metabolismo secundario, dicha ruta inicia con dos 
intermediarios del metabolismo carbohidratado, fosfoenolpiruvato (de la glucólisis) y 
eritrosa 4-fosfato (de la ruta de las pentosas fosfato), las cuales son eventualmente 
convertidas a corismato, el cual es un intermediario posterior en la síntesis de tres 
aminoácidos aromáticos (Fenilalanina, tirosina y triptófano) y de aquí al ácido salicílico 
(Kasai et al., 2005). El perfil de expresión del gen que codifica la enzima shikimato quinasa 
de banano (SK; [EC 2.7.1.71]) que cataliza la fosforilación de shikimato a shikimato 3-
fosfato, mostró un pico de sobre-expresión a las 24 y 144 horas. A partir del shikimato se 
generan los precursores de dos mecanismos de respuesta reportados ampliamente; la 
síntesis de fitoalexinas fenilpropanoides y la síntesis de ligninas. La lignificación es un 
mecanismo de resistencia en plantas, el cual ha sido identificado en varios estudios 
relacionados con interacciones planta-microorganismo (Bhuiyan, et al., 2009). Durante 
estados tempranos de la interacción de Calcutta 4 con M. fijiensis, se induce la sobre-
expresión de genes, que codifican enzimas relacionadas con estas rutas, como la 
fenilalanina amonio-liasa (PAL) [EC:4.3.1.24], cafeoil-CoA O-metiltransferasa 
[EC:2.1.1.104], cinamil-alcohol deshidrogenasa [EC:1.1.1.195], y peroxidasa (POX) 
[EC:1.11.1.7]. La inducción de las enzimas PAL y peroxidasa, fue reportada previamente, 
durante las fases tempranas de la interacción de la variedad Calcutta 4 con M. fijiensis 
(Torres, et al., en prensa).  
 
Otro aspecto importante de estas rutas metabólicas es que la ruta de biosíntesis de 
fenilpropanoides, puede derivarse hacia la ruta de biosíntesis de flavonoides, algunos de los 
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cuales han sido implicados en mecanismos de defensa como fitoalexinas. En Calcutta 4 las 
enzimas chalcona sintasa [EC:2.3.1.74], chalcona isomerasa [EC:5.5.1.6], cafeoil-CoA O-
metiltransferasa [EC:2.1.1.104], y flavonol sintasa [EC:1.14.11.23] están sobre-expresadas 
durante la interacción con M. fijiensis. La biosíntesis de flavonoides lleva a una variedad de 
subclases de compuestos estructuralmente diferentes, incluyendo los flavonoles, flavones, 
isoflavones, antocianinas y proantocianinas (Gou, et al., 2011), algunos de los cuales son 
precursores de la síntesis de fitoalexinas (Hammerschmidt 1999). Beckman (2000), 
describió algunos ejemplos en los que los flavonoides, pueden ser almacenados en células 
especializadas, desde donde se pueden infundir sobre el tejido atacado por patógenos, tales 
como los vasos del xilema. Tales lixiviaciones es probable que estén involucradas en la 
respuesta de hipersensibilidad y la muerte celular programada como mecanismos comunes 
de defensa de patógenos.  
 
6.2.3.2 Hormonas y resistencia sistémica 
Numerosos componentes están involucrados en la percepción, generación y transmisión de 
señales, y activación de productos de defensa para detener la invasión de un patógeno. 
Numerosos trabajos han demostrado que algunas hormonas tales como el metil salicilato 
(ácido salicílico, SA), el etileno (ET) y el ácido jasmónico (JAs), están relacionadas con la 
inducción de respuestas de defensa, actuando a través de vías de señalización hormonal en 
diferentes tejidos de la planta (Adie et al. 2007; Robert-Seilaniantz et al. 2007; Lopez et al., 
2008). En este trabajo se observó la represión del gen que codifica para la proteína con 
dominio ZIM (JAZ, por sus siglas en inglés Jasmonate ZIM-domain) y la inducción de los 
genes que codifican las proteínas COI1 y el factor de transcripción MYC2. MYC2 es clave 
para la activación transcripcional de la regulación de la expresión génica del jasmonato. 
Según el modelo propuesto por Chini (2007), JAI3 y JAZ actúan como represores de 
MYC2. Este hecho fue confirmado por el trabajo de  Shoji y Hashimotoen (2011), donde 
ratifican la importancia del gen que codifica el factor putativo de transcripción MYC2, 
como mediador de la regulación transcripcional de genes de respuesta al jasmonato. Con 
base en estos trabajos y los perfiles de expresión observados en esta tesis, se puede generar 
la hipótesis de que en Calcutta 4 podría existir un mecanismo similar, mediante el cual la 
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inducción de COI1, permitiría la degradación de JAZ, por las vías de proteólisis mediadas 
por ubiquitina, y así se liberaría MYC2, lo que activaría la inducción de genes relacionados 
con la defensa, como los genes PRs y factores de transcripción WRKY. La confirmación de 
este modelo mediante futuros estudios, es necesaria para poder realizar conclusiones al 
respecto.   
 
 
Figura 39. Esquema hipotético de la ruta de transducción de señales de Jasmonato en Calcutta 4 
durante la interacción con M. fijiensis. El ácido jasmónico ingresa a la célula y activa COI1, el cual 
interactúa con el complejo JAZ-MYC2, liberando este factor de transcripción para activar la síntesis 
de genes de respuesta a jasmonato, relacionados con la defensa.  
 
 
JA y ET son usualmente asociados con la defensa frente a patógenos necrotrófos (Bari y 
Jones, 2009). La sobre-expresión del gen que codifica para el factor de transcripción 
sensible al etileno (ERF), observada en este trabajo, podría ser un indicio de la activación 
de la síntesis de etileno. Según el trabajo publicado por Berrocal-Lobo y Molina (2004), 
ERF1 es un factor transcripciónal que en Arabidopsis thaliana regula la resistencia a 
hongos necrotrófos, tales como Botrytis cinérea y  Plectosphaerella cucumerina, y su 
sobre-expresión potencializa la resistencia a estos hongos. 
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Robert-Seilaniantz et al., (2007), han indicado la importancia de otras hormonas como la 
auxinas (AUX), giberilinas (GA) y ácido absicico (ABA) en la respuesta de defensa de las 
plantas. La auxina por ejemplo se ha implicado principalmente en procesos de desarrollo 
fisiológico, sin embargo, algunos estudios recientes sugieren que también pueden estar 
involucradas en respuestas a estrés y defensa (Robert-Seilaniantz et al., 2007). Calcutta 4  
sobre-expresa los genes que codifican proteínas de transporte de afluencia de auxina, a las 
72 hpi (Familia AUX1 LAX ), el factor de respuesta a auxinas, la proteína de respuesta de 
inhibidor al transporte 1 (TIR1), y el gen que codifica para la proteína sensible a auxina-
IAA. Los dos últimos genes reportados como conductores de la ruta, hacia señalización de 
proteólisis mediada por ubiquitinación, proceso de defensa reportado en los últimos años 
(Devoto, et al., 2003; Zeng, et al., 2006; Dreher y Callis, 2007). Las Giberelinas (GA), 
principalmente se han estudiado como reguladoras del crecimiento y el desarrollo de las 
plantas. En este trabajo se determinó la sobre-expresión del gen F-box GID2 a 72 hpi, el 
cual se ha reportado como un represor de la señalización de GA, mediada por la 
ubiquitinación del gen SLR1, clave en dicha ruta de señalización (Akie et al. 2003). Esta 
observación podría sugerir la hipótesis de la inactivación de GA durante las primeras horas 
de infección de Calcutta 4 por M. fijiensis. La inactivación de hormonas como GA y 
Auxinas es importante en la señalización de la planta contra la defensa hacia hongos 
biotróficos (López et al., 2008). Es necesario probar esta hipótesis en futuros estudios 
mediante el silenciamiento de las rutas de señalización de estas hormonas en plantas de 
banano. 
 
En el caso del ácido abscisico (ABA), no es clara su activación o inactivación, ya que tan 
solo el gen receptor de ácido abscisico PYR/PYL es sobre-expresado a las 24 horas y luego 
sub-expresado. En sentido contrario, el gen que codifica para la proteína serina/treonina 
quinasa (SRK2) es sobre-expresado a las 72h y a las 144h post-inoculación. El  gen SRK2 
ha sido citado como activador de señales de transducción del ABA (Kobayashi, et al., 
2005). Sin embargo, genes como zeaxantina epoxidasa y proteína inductora de ABA, 
involucrados en la ruta de biosíntesis del ABA, están sub-expresados.  
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6.2.3.3 Genes Relacionados con la Patogenicidad (PR) 
Una de las respuestas de las plantas al ataque de patógenos y al estrés ambiental, es la 
síntesis de proteínas relacionadas con la patogenicidad (PRs) (Edreva, 2005). Según Heil y 
Bostock (2002), la producción de proteínas PR puede constituir más del 10% del total de 
las proteínas solubles de una hoja infectada, y los genes que codifican proteínas PR son 
muy prevalentes en estudios de expresión de genes, por lo que son utilizados como 
marcadores de respuesta de defensa de plantas a un amplio rango de patógenos (Bolton et 
al., 2008; Wan et al., 2002). 
 
Durante la interacción de banano variedad Calcutta 4 con M. fijiensis se identificó la sobre-
expresión de los genes PR1 (desconocido), PR2 (β-1,3 glucanasa), PR3 (quitinasa tipo I, II, 
IV, V, VI, VII), PR4 (quitinasa tipo I, II), PR9 (Peroxidasa)  y PR10 (tipo ribonucleasa).  El 
gen PR1, se observó sobre-expresado a 24 hpi; este gen ha sido ampliamente reportado en 
tabaco y tomate, por tener actividad anti-fúngica (Van Loon et al., 2006). Los genes PR1 
son inducidos durante la respuesta hipersensible y por SA al inicio de la resistencia 
sistémica inducida (Edreva, 2005; Van Loon et al., 2006). Otros genes como los PR2, PR3 
y PR4, también han sido identificados y caracterizados funcionalmente como con actividad 
anti-fúngica tanto in vivo como in vivo. Estos resultados confirman los resultados obtenidos 
por Torres et al., (en prensa). En esa investigación se encontró que las proteínas PR2, PR3, 
PR9 y Fenilalanina Amonio-Liasa (PAL), se sobre-expresaron durante las primeras horas 
de la interacción entre el hongo M. fijiensis y Calcutta 4. Además, se identificó la 
producción de ROS (especies reactivas de oxigeno) durante las  primeras 72 hpi en Calcutta 
4. Los resultados reportados y los obtenidos en esta tesis sugieren que la variedad de 
banano Calcutta 4, resistente a la Sigatoka negra), posee este mecanismo de respuesta ante 
el ataque de M. fijiensis. Estudios de silenciamiento génico ayudarían a determinar si esta 
respuesta es esencial o no y en cual grado contribuye al fenotipo de resistencia. 
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6.2.3.4 Factores de señalización. 
Las reacciones de defensa en las plantas comúnmente están asociadas con grupos de 
proteínas se señalización intracelular denominadas MAPK. Las MAPKs son estimuladas no 
solo durante las reacciones de defensa, sino en respuesta a muchos estímulos bióticos y 
abióticos (Jonak et al., 2002). Los análisis de agrupamiento jerárquico y de k-means 
permitieron identificar algunos grupos de genes MAPKs expresados diferencialmente en 
banano durante su interacción con M. fijiensis. Debido a que estas proteínas están asociadas 
a numerosos procesos celulares, no es posible determinar su rol potencial en la interacción 
con el hongo. Sin embargo, los genes identificados en este trabajo, podrían seleccionarse 
como candidatos, para mediante análisis detallados determinar el papel de este tipo de 
señalización, en el reconocimiento y respuesta de las células de banano a la infección por 
M. fijiensis. 
 
Los factores de transcripción WRKY constituyen una enorme familia que ha sido 
ampliamente estudiada en las respuestas de defensa de las plantas (Pandey y Somssich, 
2009). La actividad de los factores de transcripción WRKY está asociada a las cascadas de 
señalización por MAPKs (Pandey y Somssich, 2009). Dos factores de transcripción WRKY 
fueron identificados en Calcutta 4 durante su interacción con M. fijiensis. El gen de banano 
que codifica para el factor de transcripción putativo WRKY-45, se encontró sobre-
expresado a 24 y 144 hpi, con M. fijiensis. Este gen se ha propuesto en arroz como un 
inductor de las respuestas de defensa mediadas por SA (Shimono, et al., 2007). El factor de 
transcripción WRKY-33, se encontró sub-expresado durante todos los tiempos evaluados. 
Este gen había sido reportado por Lippok et al., (2007), como inducido rápidamente por la 
interacción por patógenos y moléculas señalizadoras de defensa endógenas. Los factores de 
transcripción tipo WRKY han sido ampliamente estudiados en la regulación de la expresión 
de genes de defensa en varios niveles, principalmente modulando genes blanco que están 
cascada abajo, para la activación o represión de otros factores de transcripción y regulando 
otros genes WRKY mediante retroalimentación positiva (Pandey y Somssich, 2009). Con 
los datos obtenidos no es posible hipotetizar una función para WRKY-33. 
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6.2.4 Genes relacionados con la inmunidad activada por efectores del patógeno (ETI) 
La segunda línea de defensa implica el reconocimiento por la planta de los determinantes 
de patogenicidad del microorganismo, llamadas proteínas efectoras. Este reconocimiento es 
realizado por las proteínas R, las cuales inducen la inmunidad activada por efectores (ETI) 
(Jones y Dangl, 2006). En la variedad Calcutta 4, se observó la inducción de genes 
homólogos a los genes de resistencia de tomate cf2 -cf5, durante la interacción con M. 
fijiensis. Los genes cf2 y cf5 han sido ampliamente estudiados en la interacción entre 
Cladosporium fluvum y tomate. Las proteínas R Cf2 y Cf5 de tomate, reconocen las 
proteínas Avr2 y Avr5 del hongo C. fulvum, e inducen la respuesta hipersensible 
confiriendo fenotipo de resistencia a las plantas que los poseen (Dixon et al., 1996; Dixon 
et al., 1998; Boller y Felix, 2009; Klooster, 2010). Previamente se reportó que las proteínas 
efectoras de M. fijiensis, Avr4 y MfEcp2, son reconocidas por las proteínas R de tomate 
Cf4 y CfEcp2, induciendo la respuesta hipersensible (Stergiopoulos et al., 2009). Estos 
resultados indican que algunas proteínas efectoras y de resistencia podrían tener dominios 
funcionales y de reconocimiento conservados. Es importante determinar si se presenta una 
situación similar con los genes sobre-expresados en este trabajo e identificar las proteínas 
que reconocen. También se identificó un gen con un dominio LRR, sobre-expresado a 72 
hpi. Debido a que estos genes pueden estar directamente implicados en el reconocimiento 
de proteínas del hongo M. fijiensis, representan un grupo de candidatos muy valioso para 
análisis posteriores, en donde se debe determinar si inducen respuestas cuando reconocen 
proteínas del hongo, lo que facilitaría su uso en el fitomejoramiento, como se ha realizado 
en trabajos realizados sobre otros patosistemas (Lokossou et al., 2009). 
 
6.3 Integración de rutas y mecanismos.  
 Las nuevas técnicas de biológica molecular de alta definición permiten a los investigadores 
monitorear una gran cantidad de procesos que ocurren en una célula, órgano, individuos o 
incluso sistemas. Estos procesos pueden ser analizados en conjunto para definir todos los 
elementos que componen el sistema, y describir las redes biológicas que interrelacionan los 
elementos del sistema para caracterizar el flujo de información que determina la puesta en 
marcha de un proceso biológico (Kriete y Elis, 2006).  
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Las respuestas de las plantas ante el ataque de los patógenos son uno de esos sistemas 
celulares complejos, en donde intervienen numerosas moléculas integradas e 
intercomunicadas en rutas metabólicas que finalmente producen el fenotipo de resistencia o 
susceptibilidad. La variedad de banano Calcutta 4, ha mostrado un fenotipo de resistencia a 
la Sigatoka negra, en numerosas evaluaciones internacionales. En este trabajo se 
identificaron componentes de varias rutas metabólicas de defensa de las plantas, que 
permiten especular sobre un modelo hipotético preliminar de respuesta de la variedad de 
banano Calcutta4 ante el ataque del hongo M. fijiensis. 
Aparentemente, componentes del hongo o del daño de las propias células de la planta 
podrían ser reconocidos por receptores de membrana, activando la transducción de señales 
intracelulares, las cuales llegan al núcleo e inducen las diferentes respuestas del tipo PTI. 
La transducción intracelular de señales estaría en esta hipótesis mediada por proteínas 
MAPK y al menos un factor de transcripción WRKY. Las enzimas que catalizan la 
conversión de moléculas en las rutas de síntesis de compuestos fenilpropanoides y 
flavonoides, podrían contribuir con la generación de fitoalexinas, las cuales han sido 
reportadas como componentes de la resistencia en banano (Otálvaro et al., 2007). Como 
parte de estas rutas también estaría la síntesis de compuestos lignificantes que reforzarían 
las paredes celulares de la planta. 
Una vez se remodela la transcripción ante la precepción del patógeno, se sintetizarían 
proteínas de respuesta como las proteínas PR, como β-1,3 glucanasas y quitinasas, las 
cuales actuarían en forma directa degradando las paredes del hongo y proteínas de 
reparación del daño celular vegetal como VAMP. También se induce la síntesis de 
hormonas de señalización que median la resistencia sistémica, como el jasmonato que 
regularía la actividad de respuesta en otras células mediante COI1 y MYC2, las cuales a su 
vez amplifican la síntesis de proteínas PR y fortalecen la respuesta. 
La identificación de genes que codifican para proteínas putativas R, como los homólogos 
de cf2-cf5, podrían indicar la participación del reconocimiento en el apoplasto de proteínas 
112 
 
de avirulencia del patógeno, que generarían la respuesta hipersensible con participación de 
ROS. Evidencia reciente ha confirmado que Calcutta4 responde con la generación de ROS 
ante el ataque de M. fijiensis (Torres et al., en prensa). 
La participación de varios genes en la respuesta, sugieren que probablemente la resistencia 
de la variedad Calcutta4, a la Sigatoka negra es de tipo poligénico, lo que explicaría la 
estabilidad y la duración de este fenotipo observado a través de los años en evaluaciones en 
múltiples localidades a nivel mundial. 
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Figura 40. Diagrama hipotético preliminar de la interacción entre Calcutta 4 y Mycosphaerella  fijiensis  
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 
Durante la interacción de plantas de banano de la variedad Calcutta4 con el hongo patógeno 
M. fijiensis, se inducen y se reprimen numerosos genes. El mayor número de secuencias 
que se identificaron como diferencialmente expresadas por el análisis de microarreglos, 
durante la interacción de banano variedad Calcutta 4 con M. fijiensis fue para el grupo de 
genes relacionados con respuesta a estrés. 
Los análisis de las secuencias y los niveles y perfiles de expresión permitieron identificar 
genes asociados a potenciales rutas metabólicas de respuestas de defensa. Se requieren 
análisis detallados sobre la función de estos genes para entender plenamente su papel en los 
mecanismos de resistencia que exhibe la variedad de banano Calcutta4 a la Sigatoka negra. 
Este trabajo puede servir como base para entender los diferentes fenotipos de resistencia y 
susceptibilidad que se han caracterizado en los bancos de germoplasma de Musáceas en 
todo el mundo, para apoyar los programas de fitomejoramiento para la enfermedad. 
Es importante en futuros análisis de transcriptomas, incluir todos los genes potenciales de la 
planta para completar los mapas metabólicos y aproximarse al entendimiento del sistema. 
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ANEXOS 
Anexo 1. Parametros del  programa bd2006trimmer.pl: 
# TURN ON/OFF TRIMMING STEPS [1 = ON, 0 = OFF] 
############################## 
PERFORM_RIBOSOMAL_DETECTION=0 
PERFORM_LOW_QUALITY_DETECTION=1 
PERFORM_VECTOR_DETECTION=0 
PERFORM_ADAPTOR_DETECTION=1 
PERFORM_POLY-A_DETECTION=1 
PERFORM_POLY-T_DETECTION=1 
PERFORM_SLIPPAGE_DETECTION=0 
 
# ADAPTOR DETECTION PARAMETERS 
############################################## 
ADAPTOR_FILE_PATH=./home/users/hrodriguez/454/adaptadores.fas 
ADAPTOR_SWAT_PARAMETERS=-gap_init -5 -gap_ext -5 -ins_gap_ext -5 -
del_gap_ext -5 -end_gap -5 
ADAPTOR_SUBTRACT_FROM_ADAPTOR_LENGTH=4 
 
# POLY-A DETECTION PARAMETERS 
############################################### 
POLYA_SWAT_PARAMETERS=-gap_init -5 -gap_ext -5 -ins_gap_ext -5 -del_gap_ext -
5 -end_gap -5 -minscore 10 
POLYA_MINIMUM_SCORE=10 
POLYA_TEMPLATE_SIZE=600 
 
# POLY-T DETECTION PARAMETERS 
############################################### 
140 
 
POLYT_SWAT_PARAMETERS=-gap_init -5 -gap_ext -5 -ins_gap_ext -5 -del_gap_ext -5 
-end_gap -5 -minscore 10 
POLYT_MINIMUM_SCORE=10 
POLYT_TEMPLATE_SIZE=600 
 
# LOW QUALITY DETECTION PARAMETERS 
########################################## 
 
# LOW_QUALITY_TRIMMING_ALGORITHM options: [ms|sw]  
# (ms = maximum subsequence | sw = slidding window) 
LOW_QUALITY_TRIMMING_ALGORITHM=ms 
 
# LOW_QUALITY_SEARCH_FOR_ISLANDS  [1 = ON, 0 = OFF] 
LOW_QUALITY_SEARCH_FOR_ISLANDS=1 
 
# MAXIMUM SUBSEQUENCE PARAMETERS 
MAXIMUM_SUBSEQUENCE_MINIMUM_QUALITY=11 
 
# SLIDDING WINDOW PARAMETERS 
SLIDDING_WINDOW_WINDOW_SIZE=10 
SLIDDING_WINDOW_QUALITY_THRESHOLD=16 
SLIDDING_WINDOW_BAD_BASES_THRESHOLD=3 
 
# SEARCH LOW QUALITY ISLANDS PARAMETERS 
LOW_QUALITY_ISLAND_WINDOW_SIZE=10 
LOW_QUALITY_ISLAND_MINIMUM_ERROR_PROBABILITY=0.2 
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Anexo 2. Esquema de diagrama de flujo del programa Blast2GO 
 
Esquema de una corrida típica de Blast2Go.  Los números en los círculos denotan los principales pasos. De izquierda a derecha estos son: (1) 
Blasting: un grupo de secuencias seleccionadas son comparadas con la bases de datos del NCBI o bases de datos propias, (2) Mapping: 
Términos GO son mapeados a partir de los resultados blast usando los archivos de anotación proporcionada por el GO Consortium que son 
descargados mensualmente en el servidor base del Blast2GO, (3) Anotación: las secuencias son anotadas usando una regla de anotación que 
toma parámetros proporcionados por el usuario, (4) Análisis estadístico: es opcional, el análisis de las diferentes distribuciones de los 
términos GO entre los grupos de secuencias podrían ser realizados y (5) Visualización: los resultados de la anotación y las estadísticas 
podrían ser visualizados con el archivo GO DAG. Para cada uno de estos pasos, es posible realizar diferentes gráficos para evaluar el 
progreso de los análisis y los datos podrían ser grabados y exportados en diferentes formatos.   
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Anexo 3. Agrupamiento jerárquico de los genes expresados diferencialmente en comparación al 
tiempo control.  
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Anexo 3.  Metabolismo de la fenilalanina. Reportado para Arabidopsis thaliana (Base de datos KEGGs).  
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Anexo 4. Biosíntesis de fenilpropanoides. Reportado para Arabidopsis thaliana (Base de datos KEGGs)  
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Anexo 5.Biosíntesis de flavonoides. Reportado para Arabidopsis thaliana (Base de datos KEGGs)  
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Anexo 7. Esquema de las principales traducciones de hormonas de plantas. Reportado para 
Arabidopsis thaliana (Base de datos KEGGs).  
  
